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LB Luria Bertani 
GC  bazni par gvanin–citozin 
OTC  oksitetraciklin 
PCR   verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PP   pot pentoze fosfata 
rRNA   ribosomska RNA 
SM Soja manitol 
tetR-4018/1 
 












Gen tetR pomnožen iz DNA seva S. rimosus R7 s drugim parom 
začetnih oligonukleotidov 
TIR  končne obrnjene ponovitve (angl. inverted terminal repeats) 
Tm   temperatura tališča (angl. melting temperature) 
Ts tiostrepton 
TSB Tryptic soy broth 
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Bakterije rodu Streptomyces predstavljajo velik vir novih sekundarnih metabolitov z 
različnimi biološkimi aktivnostmi, kot so na primer antiinfektivi, protirakave spojine, 
citostatiki in druge farmacevtsko uporabne spojine. Med njimi je še posebej zanimiva 
bakterija Streptomyces rimosus, ki z genetskega vidika spada med bolj karakterizirane 
streptomicete (Petkovič in sod., 2006). Zaradi velikega metabolnega potenciala, kot tudi 
dokaj enostavnih metod genetske manipulacije, je S. rimosus industrijsko zelo zanimiv 
gostitelj. 
 
Streptomicete lahko za rast uporabljajo različne vire ogljika, kot so acetat, maščobne 
kisline, alkoholi in polihidroksialkanoati, ki v centralni metabolizem vstopajo na nivoju 
acetil-CoA (Meister in sod., 2005). Asimilacija acetata pri bakterijah lahko poteka na dva 
načina: glioksilatni cikel (Kornberg in Madsen, 1958) ki je pogostejši, in pot etilmalonil-
CoA (Erb in sod., 2007). Pot etilmalonil-CoA so leta 2007 odkrili Erb in sod., ki so odkrili, 
da so nekatere bakterije kljub odsotnosti ključnih genov glioksilatnega cikla sposobne rasti 
na acetatu. Geni vključeni v pot etilmalonil-CoA (EMP) so združeni v emc operonu, v 
katerem se nahaja 6 genov, med katerimi je najpomembnejši gen z zapisom za encim 
krotonil-CoA karboksilaza/reduktaza (CcR), ki katalizira reduktivno karboksilacijo 
krotonil-CoA do etilmalonil-CoA (Erb in sod., 2007). V operonu emc se nahaja tudi gen za 
regulatorni protein tetR, ki naj bi deloval tako, da se veže na promotorsko regijo emc 
operona in s tem uravnaval izražanje le-tega. To so zaenkrat Hu in Lidstrom (2012) 
dokazali pri bakteriji Methylobacterium extorquens AM1 (Hu in Lidstrom, 2012), ni pa to 
dokazano pri streptomicetah. Pot EMC pa je lahko uravnavana tudi z virom ogljika; Blažič 
in sod. so namreč dokazali, da acetat kot edini vir ogljika v minimalnem gojišču inducira 
gene emc operona, medtem ko enostavni sladkorji, kot je glukoza, inhibirajo gene emc 
operona (Blažič in sod., 2015; Šmejkalová in sod., 2010). 
 
Pot EMC je biotehnološko zelo zanimiva, ne samo zaradi vloge v primarnem metabolizmu, 
ampak ima vpliv tudi na sekundarni metabolizem. V EMC poti nastajajo zelo zanimivi 
vmesni intermediati, ki so lahko prekurzoji za druge spojine, npr. polihidroksibutirat 
(Alber, 2011). Veliko vlogo ima tudi etilmalonil-CoA, ki je gradbena enota številnih 
biološko aktivnih poliketidov, kot je na primer FK506 (Blažič in sod., 2015). Pri 
preučevanju metabolnega/biosintetskega inženiringa moramo razmišljati tudi o vplivu na 
primarni metabolizem, ki lahko vpliva na fiziološke lastnosti mikroorganizma, kot tudi na 
zagotavljanje gradbenih enot za sekundarne metabolite. Zato je poznavanje metabolnih 
poti in vplivov le-teh zelo pomembno. Zaporedje DNA operona emc je že znano (Blažič in 
sod. 2015), še vedno pa ni povsem znan mehanizem uravnavanja izražanja genov v tem 
operonu. Boljše razumevanje regulacije bi tako lahko pripomoglo k nastanku novih 
sekundarnih metabolitov in pa tudi višjemu donosu spojin, katerih sinteza je odvisna od  te 
biosintezne poti 
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1.1 NAMEN DELA 
 
Pot EMC je med ostalim tudi odgovorna za asimilacijo acetata in glukoneogenezo pri 
številnih bakterijah, poznavanje regulacije te poti pa lahko potencialno vodi v razvoj novih 
bioprocesov. V emc operonu je najpomembnejši encim krotonil-CoA 
karboksilaza/reduktaza (Ccr), ki 3-hidroksibutiril-CoA pretvori v C4-intermediat, krotonil-
CoA.  
 
Promotorske regije encima emc operona je v magistrski nalogi preučevala že Larisa 
Nicoletti (Nicoletti, 2016), v tej nalogi pa smo delo nadaljevali, pri čemer je bil cilj naloge 
ovrednotiti potencialno vlogo tetR v poti EMC pri bakteriji Streptomyces rimosus s 
pomočjo poročevalskega gena xylE na dveh gojiščih ter preveriti vpliv dodanega acetata, 
kot potencialnega vira ogljika, ki lahko vpliva na izražanje promotorske regije emc 
operona (Pemc).  
  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Uspeli bomo pripraviti izbrane poročevalske plazmidne konstrukte na osnovi katehol 
2,3-dioksigenaze XylE pod kontrolo izbranih promotorskih regij. 
 Poročevalski gen xylE se bo izražal v S. rimosus pod izbranimi promotorji. 
 S pomočjo sledenja izražanja katehol oksigenaznega gena xylE bo mogoče ovrednotiti 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 TAKSONOMIJA STREPTOMICET 
 
Po Gramu pozitivne bakterije vključujejo dve veliki veji bakterij: bakterije z nizko 
vsebnostjo GC nukleotidnih baz, kot so to Bacillus, Clostridium, Staphylococcus in 
Streptococcus, ter tiste z visokim deležem GC nukleotidnih baz, na primer red 
Actinomycetales, med katere spada tudi rod Streptomyces (Kieser in sod., 2000). Zgodnji 
opisi streptomicet so temeljili na maloštevilnih karakteristikah, kot so morfologija, 
pigmentacija in morfologija spor, prvi velik korak v taksonomiji streptomicet pa je bil 
predlog rodu Streptomyces leta 1943. Na splošno se družina Streptomycetaceae ločuje od 
ostalih družin glede na fiziološke in morfološke karakteristike, kemijsko sestavo celične 
stene, tipa peptidoglikana, fosfolipidov, maščobnih kislin, deleža GC, analiz 16S rRNA ter 
DNA-DNA hibridizacije (Korn-Wendisch in Kutzner, 1992).  
Zaradi velikega industrijskega potenciala, predvsem razvoja antibiotikov, so med leti 1955 
in 1962 slabo opisali več kot 300 novih vrst streptomicet, kar je vodilo v veliko zmedo v 
taksonomiji streptomicet, zato so leta 1964 s projektom International Streptomyces Project 
poskušali urediti merila in kriterije, predvsem na podlagi fenotipskih podobnostih oziroma 
razlik (morfologija, barva, pigmentacija in morfologija spor). Prva študija, ki ji uspelo 
urediti položaj streptomicet, je bila izvedena leta 1983 (Williams in sod., 1983). Le-ta je 
vzpostavila 23 večjih in še približno 20 manjših skupkov, ki so se vsi enačili z vrstami, 
razen enega večjega skupka, ki je vseboval tri vrste (Kieser in sod., 2000). V zadnjem času 
se za taksonomijo uporablja predvsem primerjava 16S rRNA v kombinaciji z analizo 
maščobnih kislin celične stene (Anderson in Wellington, 2001). 
 
2.2 EKOLOGIJA STREPTOMICET 
 
Streptomicete so ubikvitarne bakterije, ki so najpogosteje prisotne v prsti in so v največji 
meri zaradi produkcije geosiminov odgovorne za tipičen vonj prsti, pomembne pa so tudi 
za razgradnjo organskega materiala. Razvile naj bi se približno 400 milijonov let nazaj, ko 
je bila Zemlja kolonizirana z zelenimi rastlinami. Njihova vloga pri razgradnji celične 
stene ali površinskih komponent rastlin, gliv ter insektov kaže na to, da so imele 
streptomicete pomembno vlogo pri kompostiranju zgodnjih kopenskih rastlin, s tem pa tudi 
pri oblikovanju prsti (Chater, 2016). Njihova sposobnost, da kolonizirajo prst, je močno 
olajšana zaradi rasti v obliki vegetativnih hif, ki se lahko pretvorijo v spore, kar pa pomaga 
pri razširjanju in obstojnosti. (Kieser in sod., 2000). V prst izločajo ogromno encimov, ki 
razgrajujejo netopne organske polimere, kot sta hitin in celuloza, v enostavnejše sladkorje, 
ki jih potem prevzemajo z ABC transporterji (Bertram in sod., 2003). Streptomicete pa 
niso samo prosto živeče bakterije, ki jih najdemo v prsti, ampak so tudi endofiti, saj živijo 
v simbiozi z rastlinami, glivami in živalmi. Za veliko raznolikost med metaboliti, ki jih 
proizvajajo streptomicete, so med drugim odgovorne interakcije med streptomicetami in 
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drugimi organizmi. Te interakcije so lahko parazitske, v večini pa so simbiotske, kjer na 
primer insekti, rastline in živali uporabljajo antibiotike streptomicet, da se branijo pred 
okužbami (Seipke in sod., 2011). 
 
2.3 MORFOLOGIJA IN ŽIVLJENJSKI CIKEL 
 
Streptomicete imajo kompleksen življenjski cikel, ki se lahko primerja z življenjskim 
ciklom gliv. Življenjski cikel streptomicet se začne z germinacijo spor, v zgodnji 
vegetativni fazi pa razrastom substratnega micelija. Kot odziv na pomanjkanje hranil ali 
kot odziv na druge vrste stresa razvijejo zračni micelij, ki se razvije v verigo pre-spor 
(konidijev), na koncu pa sledi še ločitev posameznih spor od verige (Wildermuth in 
Hopwood, 1970). Vegetativni micelij streptomicet je sestavljen iz razvejanih hif, ki se 
raztezajo, rastejo in se delijo. Hife rastejo s podaljševanjem konca hife (apikalna rast). 
Spore hif streptomicetam omogočajo preživetje v težkih pogojih. Ker je micelij negibljiv in 
ne more doseči novih habitatov, se je sporulacija po vsej verjetnosti razvila kot možnost, 
da se razširijo na druga področja. Sporulacija vključuje reorganizacijo rasti, morfologije in 
fiziologije celice. Na začetku se hife diferencirajo v specializirane sporogene, aerialne hife, 
ki rastejo iz gojišča navzgor. Zato da lahko rastejo navzgor, so te hife pokrite s 
hidrofobnim ovojem, ki razbija površinsko napetost. Po dvigu zračnega micelija, 
replikaciji kromosoma, delitivi celice, sestavi celične stene in ostalih procesih, aerialna hifa 
postane septirana veriga pre-spor. Na koncu se pre-spore diferencirajo ter dozorijo, preden 
se sprostijo nazaj v naravo kot dormantne spore z debelo celično steno. Tranzicija iz 
vegetativne micelijske rasti v reproduktivno aerialni micelij vključuje kompleksne 
mehanizme, ki pa še niso povsem dobro razjasnjeni. K odločitvi za tako tranzicijo pa 
prispevajo notranju kot tudi zunanji dejavniki, kot so pogoji okolja, količina hranil, 
metabolizem ter ekstracelularno signaliziranje (Bush in sod., 2015). 
  
 
Slika 1: Življenjski krog streptomicet (Bush in sod., 2015). 
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2.4 GENOM STREPTOMICET 
 
Streptomicete spadajo v skupino po Gramu pozitivnih bakterij z visoko vsebnostjo GC 
baznih parov. Same imajo enega izmed najvišjih deležev GC baznih parov, med 61 in 80% 
(Wright in Bibb, 1992).  Prva streptomiceta, katere genom je bil sekvenciran, je bila 
Streptomyces coelicolor leta 2001 (Bentley in sod., 2002). Kromosom streptomicet je 
linearen in ima na 5
’
 koncu kovalentno vezane terminalne proteine. Ti verjetno delujejo kot 
začetni oligonukleotidi za sintezo zadnjih Okazakijevih fragmentov zastajujoče verige, ko 
replikacija DNA doseže proste konce (Musialowski in sod., 1994). Ti konci kromosomov 
imajo dolge terminalne obrnjene ponovitve (TIR – terminal inverted repeats), ki so dolgi 
med 24 in 600 kbp (Kieser in sod., 2000). Velikost kromosoma je med večjimi v 
bakterijskem svetu, in sicer med 8 in 10 Mb (Kirby in Chen, 2011). Pri bakteriji 
Streptomyces coelicolor so anotirali več kot 7500 genov, kar je več kot pri kvasovki 
Saccharomyces cerevisiae (Bentley in sod., 2002). Velikost genoma je povezana bolj z 
velikim številom genov, ki so potrebni za kompleksno življenje v različnih okoljih, kot s 
povprečno velikostjo genov. Veliko število genov odraža kompleksno življenjsko okolje, 
za katero so potrebni tudi številni sekundarni metaboliti (Kirby in Chen, 2011). Terminalne 
regije kromosomov streptomicet so zelo nestabilne in v laboratorijskih pogojih zelo hitro 
pride do spontanih delecij, ki so velike tudi do 1 Mb, kar lahko privede do cirkularizacije 
kromosoma. Pri streptomicetah pogosto prihaja tudi do izmenjav med dvema krakoma 
kromosoma ali pa med enim krakom in linearnim plazmidom, kar lahko privede do 
prerazporeditev v genomu, kar je tudi eden izmed razlogov za veliko genetsko 
raznovrstnost pri streptomicetah (Kirby in Chen, 2011). 
2.4.1 Plazmidi 
 
Plazmidi so pri bakterijah rodu Streptomyces pogosti, pri čemer so linearni plazmidi prav 
tako pogosti kot krožni (Kirby in Chen, 2011). Linearni plazmidi so veliki med 10 in 
600 kb, in prav tako kot na kromosomski DNA, se tudi na plazmidni DNA nahajajo TIR in 
terminalni proteini na 5’ koncu (Kieser in sod., 2000). Linearni in krožni plazmidi so 
načeloma konjugativni, vendar redko nosijo zapis za odpornost na škodljive snovi. Samo 
majhen delež plazmidov nosi zapis za sekundarne metabolite, dva izmed teh sta pSV1 
(Aguilar in Hopwood, 1982) ter pSLA2-L (Mochizuki in sod., 2003). Z izjemo velikih 
linearnih plazmidov, plazmidi pri streptomicetah nosijo zapise le za replikacijo, stabilno 
vzdrževanje in konjugacjo. Na splošno pa pri streptomicetah poznamo štiri vrste 
plazmidov: majhne plazmide z velikim številom kopij, ki se pomnožujejo z metodo 
kotalečega se kroga, plazmide z nizkim številom kopij, ki se razmnožujejo s theta 
mehanizmom, AICE (Actinomycete Integrative and Conjugative Elements) in pa velike 
linearne plazmide (Vogelmann in sod., 2001). 
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2.4.2 Operon emc in regulatorni protein TetR 
 
Gene povezane z EMC potjo so našli v genomih številnih vrst, ki pripadajo redu 
Actinomycetales. Le-ti so ponavadi organizirani v skupke oziroma operone (Jung in sod., 
2014). Emc operon je sestavljen iz večih genov, ki kodirajo encime (1) krotonil-CoA 
karboksilaza/reduktaza (ccr), (2) etilmalonil-CoA mutaza (ecm), (3) L-malil-CoA/beta-
metilmalil-CoA liaza (mml), (4) mezakonil-CoA hidrataza (mch), (5) metil sukcinil-CoA 
dehidrogenaza (msd) in (6) 3-hidroksiacil-CoA dehidrogenaza (Blažič in sod., 2015). 
Znotraj tega operona se nahaja tudi zapis za regulatorni protein TetR, za katerega je 
značilno, da prepozna in se veže na palindromska zaporedja DNA v promotorski regiji, s 
čimer uravnava gene, ki so pod kontrolo tega promotorja. TetR regulatorni proteini lahko 
delujejo kot aktivatorji ali kot represorji (Cuthbertson in Nodwell, 2013). Pérez-Rueda in 
Collado-Vides (2000) sta pri bakteriji E. coli našla povezavo med lokacijo DNA vezavne 
domene in tem, ali je regulatorni protein TetR represor ali aktivator. Ugotovila sta, da 
imajo represorji ponavadi N-terminalno DNA vezavno mesto, aktivatorji pa C-terminalno 
DNA vezavno mesto. (Pérez-Rueda in Collado-Vides 2000). Pri bakteriji Streptomyces 
griseus pa so Uguru in sod., (2005) preučevali regulatorni protein AtrA, ki spada v družino 
regulatornih proteinov TetR in ugotovili, da se AtrA veže na promotorsko regijo actII-
ORF4, in s tem poveča produkcijo aktinorhodina pri bakteriji Streptomyces coelicolor 
(Uguru in sod., 2005).  
 
 
Slika 2: Prikaz organizacije operona emc pri bakteriji Streptomyces tsukubaensis (Blažič in sod., 2015). 
 
2.5 METABOLIZEM STREPTOMICET 
2.5.1 Primarni metabolizem 
 
Primarni metabolizem so vsi kemijski procesi pri organizmu, ki so potrebni za ohranjanje 
življenja. Pod to štejemo ključne poti centralnega metabolizma, ki zagotavljajo gradnike za 
vse makromolekule, vključno z DNA, RNA, proteini, lipidi, maščobnimi kislinami in tudi 
vse prekurzorje za bolj specializirane metabolite (Ventura in sod., 2007). Pri bakterijah so 
geni za primarni metabolizem ponavadi pozicionirani zelo blizu v operonih, kar omogoča 
enostavno in usklajeno regulacijo ekspresije genov. Pri streptomicetah pa je nenavadno, da 
so geni za metabolizem ogljika razpršeni po genomu, brez običajnega združevanja v 
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operone, kar dodaja h kompleksnosti metabolizma (Kirby in Chen, 2011). Večina 
streptomicet za razgradnjo glukoze uporablja Embden-Meyerhof-Parnasovo (EMP) pot oz. 
glikolizo ali pot pentoze fosfata (PP), nekatere streptomicete pa celo obe poti (Kieser in 
sod., 2000). Dolgo časa je veljalo, da streptomicete ne uporabljajo Enter Dourdoffove (ED) 
poti, kar pa so Borodina in sod. (2005) ovrgli, ko so pri bakteriji Streptomyces tenebrarius 
dokazali ED pot (Borodina in sod., 2005). Pri EMP poti iz glukoze nastane piruvat, ATP in 
NADH, pri PP poti pa pentoza, NADPH in riboza 5-fosfat. Centralni metabolizem se 
potem nadaljuje s ciklom citronske kisline (CCK), katerega namen je popolnoma oksidirati 
piruvat, pri čemer se piruvat sprva dekarboksilira, da nastane CO2, NADH in acetil-CoA, 
ki se z oksalacetatom združi v citronsko kislino (Madigan in sod., 2012). V Krebsovem 
ciklu nastane tudi veliko intermediatov, ki so potrebni pri biosintezi sekundarnih 
metabolitov (Madigan in sod., 2012). 
 
Zmožnost nekaterih streptomicet, da rastejo na spojinah z enim ali dvema atomoma 
ogljika, nakazuje na prisotnost aktivnih anaplerotičnih reakcij. Brez teh reakcij bi celici 
hitro zmanjkalo intermediatov CCK za sintezo aminokislin in podobno. Pri streptomicetah 
je za to odgovoren encim fosfoenolpiruvat karboksilaza, ki pretvori fosfoenolpiruvat (PEP) 
v oksaloacetat, ki je eden glavnih intermediatov v CCK (Hodgson, 2000). Voříšek in sod. 
(1969) so PEP karboksilazo našli pri bakteriji Streptomyces aureofaciens (A14), aktivnost 
pa je tako kot pri E. coli stimulirana z acetil-CoA (Voříšek in sod. 1969). Vir ogljika, kot je 
naprimer acetat, vstopa v centralni metabolizem na nivoju acetil-CoA. Pretvorbo acetil-
CoA do celičnega ogljika imenujemo asimilacija acetil-CoA (Alber, 2011), ki pa poteka na 
2 načina; preko glioksilatnega cikla (Kornberg in Madsen, 1958) ali pa preko poti 
etilmalonil-CoA (Erb in sod., 2007). 
 
2.5.1.1 Glioksilatni cikel 
 
Acetat je centralni intermediat v metabolizmu ogljika. Sposobnost uporabe acetata ali 
drugih spojin, ki vstopijo v centralni metabolizem na nivoju acetil-CoA (maščobne kisline, 
alkoholi, polihidroksialkanoati) predstavlja unikaten problem; pretovorbo acetil-coA v 
celične komponente. Katabolizem acetil-CoA ponavadi poteka preko cikla citronske 
kisline. Vendar pa je rast na C4 kislinah nemogoča, če se intermediati iz cikla citronskih 
kislin ne nadomestijo (Meister in sod., 2005). Za premostitev te ovire večina fakultativnih 
anaerobnih ter aerobnih bakterij za asimilacijo acetata kot edinega vira ogljika uporablja 
glioksilatni cikel (Kornberg in Krebs, 1957). Glioksilatni cikel kot metabolno pot pri E. 
coli sta prvič definirala Kornberg in Madsen (1958). Imenovan je po ključnem 
intermediatu glioksilatu, sestavljen pa je iz cikla citronskih kislin in dveh dodatnih 
encimov; izocitrat liaze, ki cepi izocitrat v sukcinat in glioksilat ter malat sintaza, ki 
pretvori glioksilat v acetil-CoA in malat (Madigan in sod., 2012). V glioksilatnem ciklu 
izocitrat liaza pretvori izocitrat v glioksilat za razliko od CCK, ko pride do 
dekarboksilacije izocitrata do α-ketoglutarata. V drugem koraku pa malat sintaza s 
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procesom aldolne kondenzacije spoji glioksilat še z eno molekulo acetil-CoA da nastane 
malat. Od tu naprej je cikel spet identičen ciklu CCK (Kim in sod., 2004). Glioksilatni 
cikel služi temu, da se izogne korakom v CCK, ki generirajo CO2 in omogoči neto 
asimilacijo ogljika iz C2 spojin. Neto rezultat glioksilatnega cikla je sinteza malata in 




Slika 3: Krebsov cikel in gliksilatni cikel (Erb in sod., 2007). 
2.5.1.2 Pot etilmalonil-CoA 
 
Zmožnost oksidiranja C2 spojin do CO2 za energijo in asimilacijo teh spojin v celični 
material imajo številni mikroorganizmi. Vprašanje, kako jim to uspeva, ni pomembno 
samo zaradi rasti na acetatu, ampak tudi zaradi drugih substratov, za katere je značilna 
začetna pretvorba v acetil-CoA. Oksidacija acetil-CoA pod aerobnimi pogoji ponavadi 
poteka s CCK, tako pa zaradi dekarboksilacij v CCK ne pride do asimilacije ogljika. 
Nekateri mikroorganizmi to zaobidejo z glioksilatnim ciklom (Schneider in sod., 2012). 
Glioksilatni cikel ne more biti edini način asimilacije acetil-CoA (Erb in sod., 2007), saj so 
že kmalu po odkritju glioksilatne poti našli bakterije, ki so zmožne rasti na acetatu kljub 
pomanjkanju zapisa za ključni encim glioksilatnega cikla: izocitrat liaze (Kornberg in 
Lascelles, 1960). Takšne bakterije so na primer Rhodopseudomonas gelatinosa, 
Rhodobacter capsulatus, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter sphaeroides (Kornberg in 
Lascelles, 1960), bakterije iz skupine α-proteobakterij kot je Paracoccus versutus  
(Claassen in Zehnder, 1986), Methylobacterium extorquens (Anthony, 1982), kot tudi 
Buzar I. Vrednotenje izbranih promotorjev bakterije Streptomyces rimosus s pomočjo poročevalskega gena xylE.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
9 
bakterije rodu Streptomyces (Han in Reynolds, 1997), kar kaže na dejstvo, da morajo te 
bakterije uporabljati alternativno pot za asimilacijo acetata (Ensign, 2006). To metabolno 
pot so prvič opisali nemški raziskovalci Alber in sod. (2006) pri bakteriji Rhodobacter 
aphaeroides (Alber in sod., 2006), poimenovali pa so jo Erb in sod. (2007), po ključnem 
intermediatu in produktu encima krotonil-CoA karboksilaza/reduktaza (Erb in sod., 2007). 
 
Tako pri glioksilatnem ciklu kot tudi poti etilmalonil-CoA kot končni produkt nastane 
malat, ki je hkrati tudi intermediat v CCK. Pri poti etilmalonil-CoA se v dve molekuli 
malata asimilira po ena molekula CO2 in HCO3
–
 ter tri molekule acetil-CoA, pri 
glioksilatnem ciklu pa so za nastanek 2 molekul malata potrebne štiri molekule acetil-CoA. 
Reakciji opisujeta spodnji enačbi (Alber, 2011). 
 
Glioksilatni cikel: 
4 acetil-CoA + 2 NAD
+
 + 6 H2O = 2 malat
2-
 + 4 HSCoA + 4 H + 2 NADH + 6 H+   … (1) 
    
 
Pot etilmalonil-CoA: 
3 acetil-CoA + CO2 + HCO3
-
 + + 2 NADPH + H2O + OH
-
 = 2 malat
2-
 + 3 HSCoA + 2 
NADP
+
 + 4 H                                                                                                              … ( 2) 
 
Pot etilmalonil-CoA ni ciklična in se začne s kondenzacijo dveh molekul acetil-CoA v  
acetoacetil-CoA, ki se preko 3-hidroksibutiril-CoA s pomočjo encima krotonil-CoA 
hidrataze pretvori v C4-intermediat, krotonil-CoA (Alber, 2011). Začetnih reakcij, ki 
vodijo do nastanka krotonil-CoA ne najdemo samo v poti etilmalonil-CoA ampak tudi pri 
drugih metabolnih poteh (npr. sintezi polihidroksibutirata) (Korotkova in Lidstrom, 2001).  
Sledi pet reakcij, ki pa so značilne samo za pot etilmalonil-CoA (Alber, 2011). Na začetku 
pride do reduktivne dekarboksilacije krotonil-CoA v etilmalonil-CoA (C5 intermediat), ki 
jo katalizira krotonil-CoA karboksilaza/reduktaza (Ccr). Temu sledi epimerizacija z 
encimom etilmalonil-CoA/metilmalonil-CoA epimeraza (Epi) v (2R)-etilmalonil-CoA. 
(2R)-etilmalonil-CoA se nato z encimom etilmalonil-CoA mutazo (Ecm) pretvori v (2S)-
metilsukcinil-CoA. Le-tega nato encim (2S)-metilsukcinil-CoA dehidrogenaza (Mcd) 
pretvori v mezakonil(C1)-CoA, tega pa encim mezakonil-CoA hidrataza (Mch) spremeni v 
(2R, 3S)--metilmalil-CoA (Erb in sod., 2009a). S tem se konča unikaten del poti 
etilmalonil-CoA. Končna produkta poti etilmalonil-CoA sta malat in sukcinil-CoA, ki se 
potem spet lahko uporabita v reakcijah CCK, kar mikroorganizmu omogoča sintezo 
celičnih komponent (Erb in sod., 2007). 
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Acetil-CoA lahko nastane iz številnih virov ogljika, ki se potem stekajo v metabolizem. 
Med vsemi intermediati v EMC poti še posebej izstopa (2S)etilmalonil-CoA, ki se 
uporablja tudi kot podaljševalna enota v sintezi poliketidov (Chan in Thomas, 2009). 
 
 
Slika 4: Shema metabolne poti etilmalonil-CoA (Blažič, 2014). 
 
 
2.5.2 Sekundarni metabolizem 
 
Bakterije rodu Streptomyces so proizvajalke medicinsko, industrijsko in agrokulturno 
pomembnih majhnih molekul (Seipke, 2011). Kemoterapevtiki, pridobljeni iz 
sekundarnega metabolizma bakterij rodu Streptomyces, vključujejo antibiotike, 
antihelmitike ter protirakave, imunosupresivne antifugalne spojine (van Wezel in 
McDowall, 2011).  
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Sekundarne metabolite proizvajajo bakterije, glive, lišaji in rastline, vendar so zdaleč 
najpomembnejši proizvajalci bakterije, med katerimi so najpomembnejše ravno bakterije 
rodu Streptomyces. Odgovorne naj bi bile za več kot 80 % vseh doslej znanih antibiotikov 
(Procópio in sod., 2012), če pa gledamo splošno sekundarne metabolite, ki jih proizvajajo 
bakterije, pa so streptomicete odgovorne za kar 50 % (Kieser in sod., 2000). Po nekaterih 
ocenah naj bi bilo do sedaj odkrit le majhen delež protimikrobnih snovi, celotno število 
protimikrobnih snovi pa naj bi doseglo 100.000 (Watve in sod., 2001).  
 
Geni, ki kodirajo encime za sintezo sekundarnih metabolitov, se pogosto nahajajo v 
skupkih skupaj z geni, ki regulirajo njihovo izražanje. Sinteza teh sekundarnih metabolitov 
je odvisna od številnih fizioloških in okoljskih dejavnikov (Kieser in sod., 2000). 
Razširjenost sekundarnih metabolitov in ohranjenost metabolnih poti za sintezo pa 
nakazuje na to, da sekundarni metaboliti igrajo ključno vlogo pri organizmih, ki jih 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 SHEMA DELA 
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Pri molekularno-biološkem sklopu našega dela smo uporabljali plazmide pAB04 + 
PermE* xylE, pAB15 in pGEM.  
 
Slika 6: Shema plazmida pAB04 + PermE* xylE. Njegova osnovna struktura je plazmid pSet152 z mestom 
vezave ΦC31attB bakteriofaga ΦC31 in je integrativni vektor. Ima restrikcijski mesti XbaI in NdeI. Ima tud 
zapis za PermE* promotor, ki se nahaja pred genom xylE, ki kodira katehol oksigenazo in zapisa za 
odpornost proti apramicinu in tiostreptonu. (Vir plazmida: Carrillo Rincón, 2016) 
 
pAB15







XbaI (1 )NdeI (7 1 64 )
SpeI (5 97 8)
EcoRI (39 80)
EcoRI (5 3 27 )
 
Slika 7: Shema plazmida pAB15. Njegova osnovna struktura je plazmid pSet152 z mestom vezave ΦBT1 
attP bakteriofaga ΦBT1 in je intergrtivni vektor. Ima zapis za restrikcijski mesti SpeI in XbaI. Ima zapis za 
odpornost proti apramicinu in eritromicinu (Vir plazmida: Acies Bio d.o.o.)  
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Slika 8: Shema plazmida pGEM. Je “high copy vector”, ki smo ga uporabili, da smo v njega klonirali insert 
tetR in skupaj s plazmidom poslali na sekvenciranje (Vir plazmida: Promega Coorporation). 
 
3.2.2 Oligonukleotidni začetniki 
 
Pri verižnih reakcijah s polimerazo (PCR reakcijah) smo uporabili začetne oligonukleotide 
proizvajalca Sigma-Aldrich
®
, ki so navedeni v preglednici 1.  
 
Preglednica 1: Začetni oligonukleotidi. Vsa zaporedja so navedena od 5' do 3' konca. 
Ime Nukleotidno zaporedje                            Namen 
tetR_NdeI_F1 aaaaCATATGatggaactgttcgctgccaag Pomnožitev zaporedja tetR 
tetR_NdeI_F2 aaaaCATATGatgcgccgcgaactggc Pomnožitev zaporedja tetR 
tetR_XbaI_R aaaaTCTAGAcgttgcgtagctcaggagcg Pomnožitev zaporedja tetR 
 
Na začetek smo jim dodali tudi 4 adenozine zaradi "end activity" restrikcijskih encimov, 
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3.2.3 Mikroorganizmi  
 
Mikroorganizmi, ki smo jih uporabili, so navedeni v preglednicah 2 in 3. 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih sevov E. coli. 
Vrsta Tip Namen 
E. coli DH10 
Prilagojen sev za uporabo v molekularno 
bioloških laboratorijih 
 





Sev z okvarjenim sistemom za metilacijo, 
zato DNA ne metilira. Taka DNA je 
primerna za vnos v streptomicete, saj jih 
njihovi restrikcijski encimi ne razgradijo. 
Transformacija plazmida pAB15 z vključkom 
PermE* tetR  
 
 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih sevov Streptomyces. 
Vrsta Tip Namen 
S. rimosus R7 S. rimosus naravni sev ATCC 10970  Izolirano genomsko DNA smo uporabili za 
pomnoževanje gena tetR 
S. rimosus 
M4018 
Industrijski sev Izolirano genomsko DNA smo uporabili za 
pomnoževanje gena tetR 
S. rimosus 
M4018 SR 
S. rimosus M4018 z v kromosom-
integrirano promotorsko regijo Pemc iz S. 
rimosus pred xylE poročevalskim genom 
Uporabili za transformacijo plazmida pAB15 
z vključkom PermE* tetR-R7/1 ter za 
merjenje katehol 2,3-dioksigenazne aktivnosti 
S. rimosus 
M4018 ST 
S. rimosus M4018 z v kromosom-
integrirano promotorsko regijo Pemc iz S. 
tsukubaensis pred xylE poročevalskim 
genom 
Uporabili za transformacijo plazmida pAB15 
z vključkom PermE* tetR-R7/1 ter za 
merjenje katehol 2,3-dioksigenazne aktivnosti 
S. rimosus R7 
ST 
S. rimosus R7 z v kromosom-integrirano 
promotorsko regijo Pemc iz S. tsukubaensis 
pred xylE poročevalskim genom 
Uporabili za transformacijo plazmida pAB15 
z vključkom PermE* tetR-R7/1 ter za 
merjenje katehol 2,3-dioksigenazne aktivnosti 
S. rimosus 
M4018 
S. rimosus M4018 AppA Negativna kontrola pri poskusih z merjenjem 
katehol 2,3-dioksigenazne aktivnosti 
S. rimosus 
M4018  
S. rimosus M4018 PermE* xylE Pozitivna kontrola pri poskusih z merjenjem 





Vsa gojišča smo pripravljali po istem protokolu, pri čemer smo sestavine zatehtali v 
steklenice in dodali ustrezno količino destilirane vode. Avtoklavirali smo jih pri 
standardnih pogojih (121 
oC in 20 min), razen gojišč SM ter GOTC produkcijsko, ki sta 
zahtevala podaljšan čas avtoklaviranja 30 min. Pri pripravi trdnih gojišč smo upoštevali 
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koncentracijo dodanega agarja 20 g na 1 L gojišča. Če je bilo potrebno, smo ohlajenemu 
gojišču po avtoklaviranju dodali še antibiotike v ustrezni koncentraciji, premešali in 
alikvotirali po 25-30 mL na petrijevo ploščo, pri SM gojišču pa smo alikvotirali po 40 mL 




Preglednica 4: Sestava SM gojišča (Kieser in sod., 2000). 
Sestavine Koncentracija v gojišču; g/L Proizvajalec 
Sojina moka 20 Sigma-Aldrich (ZDA) 
Manitol 20 Kemika (Hrvaška) 
Bakteriološki agar 20 Biolife (Italija) 
Destilirana voda do 1 L  
 
 
Preglednica 5: Sestava TSB in TSA gojišč (Kieser in sod., 2000). 
Sestavine Koncentracija v gojišču; g/L Proizvajalec 
Tripton 17 Merck (Nemčija) 
Sojin pepton 3 Sigma-Aldrich (ZDA) 
Glukoza 2,5 Sigma-Aldrich (ZDA) 
NaCl 5 Merck (Nemčija) 
K2HPO4 2,5 Merck (Nemčija) 
Bakteriološki agar (za trdno 
gojišče TSA) 
10 Biolife (Italija) 
Destilirana voda do 1 L  
 
 
Preglednica 6: Sestava GOTC vegetativnega gojišča (Blažič in sod., 2014). 
Sestavine Koncentracija v gojišču; g/L Proizvajalec 
Tripton 15 Merck (Nemčija) 
Glukoza 10 Sigma-Aldrich (ZDA) 
Kalcijev karbonat 1 Merck (Nemčija) 
Kvasni ekstrakt 5 Biolife (Italija) 
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Preglednica 7: Sestava GOTC produkcijskega gojišča (Blažič in sod., 2014). 
Sestavine Koncentracija v gojišču; g/L Proizvajalec 
MOPS 7 Sigma-Aldrich (ZDA) 
Sojina moka 42 Sigma-Aldrich (ZDA) 
Amonijev sulfat 6 Merck (Nemčija) 
Magnezijev klorid 2 Sigma-Aldrich (ZDA) 
Natrijev klorid 1,5 Merck (Nemčija) 
Kalcijev karbonat 7,3 Merck (Nemčija) 
Koruzni škrob 28 Merck (Nemčija) 
1% cinkov sulfat 10 mL Merck (Nemčija) 
1% manganov sulfat 3,75 Merck (Nemčija) 
Destilirana voda do 1 L  
 
 
Preglednica 8: Sestava LB gojišča (Sambrook in Russell, 2001). 
Sestavine Koncentracija v gojišču; g/L Proizvajalec 
Natrijev klorid 10 Merck (Nemčija) 
Tripton 10 Merck (Nemčija) 
Kvasni ekstrakt 5 Biolife (Italija) 
Bakteriološki agar (za trdno 
gojišče) 
20 Biolife (Italija) 
Destilirana voda do 1 L  
 
 
Preglednica 9: Sestava S.O.C. gojišča (Hanahan, 1983). 
Sestavine Koncentracija v gojišču Proizvajalec 
Bakto tripton 2 g/L Merck (Nemčija) 
"Bactoyeast" ekstrakt 0,5 g/L Biolife (Italija) 
Natrijev klorid 1 mL 1 M Merck (Nemčija) 
Kalijev klorid 0,25 1 M Merck (Nemčija) 
Magnezijev klorid heksahidrat 1 mL Sigma-Aldrich (ZDA) 
Glukoza 1 mL 2 M Sigma-Aldrich (ZDA) 
Destilirana voda do 100 mL  
 
 
Preglednica 10: Sestava 2TY gojišča (Sambrook in Russell, 2001). 
Sestavine Koncentracija v gojišču; g/L Proizvajalec 
Tripton 16 Merck (Nemčija) 
Kvasni ekstrakt 10 Biolife (Italija) 
Natrijev klorid 5 Merck (Nemčija) 
Bakteriološki agar (za trdno 
gojišče) 
20 Biolife (Italija)) 
Destilirana voda do 1 L  
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Preglednica 11: Sestava CRM gojišča (Kieser in sod., 2001). 
Sestavine Koncentracija v gojišču; g/L Proizvajalec 
Glukoza 10 Sigma-Aldrich (ZDA) 
Saharoza 103 Sigma-Aldrich (ZDA) 
MgCl2 x 6H2O 10,12 Sigma-Aldrich (ZDA) 
TSB 15 Biolife (Italija) 
Kvasni ekstrakt 5 Biolife (Italija) 





Za restrikcijo DNA smo uporabili različne restrikcijske encime (Preglednica 12). Vse 
encime smo uporabili v skladu z navodili proizvajalca.  
 
Preglednica 12: Uporabljeni restrikcijski encimi. 
Encim Uporaba Proizvajalec 
NdeI restrikcijski encim Restrikcijske reakcije TermoFisher
®
 
XbaI restrikcijski encim Restrikcijske reakcije TermoFisher
®
 
EcoRI restrikcijski encim Restrikcijske reakcije TermoFisher
®
 





Preglednica 13: Uporabljeni preostali encimi. 
Encim Uporaba Proizvajalec 
T4 DNA ligaza Ligazne reakcija TermoFisher
®
 
DNA polimeraza PCR reakcije Promega
®
 






100 mM kalijev fosfatni pufer. 
Za pripravo 300 mL 100 mM kalijevega fosfatnega pufra smo potrebovali 25 mL 1 M 
K2HPO4 in 10 mL 1 M KH2PO4. K2HPO4 smo pripravili tako, da smo zatehtali 4,35 g 
K2HPO4 v 25 mL dH20, KH2PO4 pa smo pripravili tako, da smo zatehtali 1,36 g KH2PO4 v 
10 mL dH2O. Oboje smo nato zmešali, dolili dH2O do 300 mL ter avtoklavirali pri 
standarnih pogojih (Kieser in sod. 2000). 
 
20 mM kalijev fosfatni pufer 
Odmerili smo 20 mL že prej pripravljenega 100 mM kalijevega fosfatnega pufra in mu 
dodali 80 mL dH2O ter avtoklavirali pri standarnih pogojih (Kieser in sod. 2000). 
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Pufer za vzorčenje 
Za pripravo 100 mL pufra za vzorčenje smo vzeli 90 mL že prej pripravljenega 100 mM 
kalijevega fosfatnega pufra, v njem raztopili 0,74 g EDTA, dodali še 10 mL 10 % 
raztopine acetona ter avtoklavirali pri standardnih pogojih (Kieser in sod. 2000). 
 
Analizni pufer 
Za pripravo 100 mL analiznega pufra smo v 90 mL že prej pripravljenega 100 mM 
kalijevega fosfatnega pufra dodali 10 mL 20 mM katehola (Kieser in sod. 2000). 
 
50 x pufer TAE 
Za 1000 mL 50 x pufra TAE smo zatehtali 242 g baze Tris, dodali 57,1 mL ledoocetne 
kisline, 100 mL 0,5 M EDTA (pH 8), dopolnili do 1000 mL ter avtoklavirali pri 
standardnih pogojih (Sambrook in Russell, 2001). 
 
1 x pufer TAE 
Za 1000 mL 1 x pufra TAE smo odmerili 20 mL 50 x TAE pufra in dodali dH2O do 1000 
mL (Sambrook in Russell, 2001).   
 
Pufer ET 
Zatehtali smo 3 g PEG 1000 in 0,65 g saharoze, dolili 1 mL glicerola, dopolnili z dH2O do 
10 mL ter avtoklavirali pri standardnih pogojih (Sambrook in Russell, 2001). 
 
0,1 M HEPES 




Zatehtali smo 18,65 KCl, 2,2 g CaCl2, dodali 20 mL 0,5 M PIPES raztopine, dodali 800 
mL dH20, umerili pH na 6,7 ter vse skupaj raztopili. Nato smo postopoma dodali 100 mL 
55 mM MgCl2 ter dopolnili z dH2O do 1000 mL. Tako pripravljen pufer smo nato 
prefiltrirali skozi 0,22 m filtre ter do uporabe hranili pri 4 °C (Inoue in sod., 1990). 
 
 
3.2.7 Ostali reagenti in raztopine 
 
 10 % raztopina Triton X-100 
Zatehtali smo 1 g Tritona X-100, dopolnili z dH2O do 10 mL ter avtoklavirali pri 
standardnih pogojih (Keiser in sod., 2000). 
 Bradfordov reagent 
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Uporabili smo že pripravljen Bradfordov reagent (zmešamo 50 mg Coomanssie 
Brilliant Blue, 50 ml metanola in dodamo 100 ml (w/v) fosforne kisline (H3PO4). 
Dolijemo 850 mL dH2O, da vse raztopi. 
 15 % raztopina glicerola 
Za 100 mL 15 % raztopine glicerola smo odmerili 15 mL glicerola, dopolnili s 75 
mL dH2O in avtoklavirali pri standardnih pogojih.  
 10 % raztopina saharoze 
Za 1000 mL 10 % raztopine saharoze smo zatehtali 100 g saharoze in dopolnili z 
dH2O do 1000 mL ter avtoklavirali pri standardnih pogojih.  
 Pirokatehol 
Za pripravo 20 mM pirokatehola smo zatehtali 0,22 g katehola ter ga raztopili v 
100 mL etanola (Kieser in sod. 2000). 
 2 M raztopina Mg2+ ( MgSO4 × 7H2O in MgCl2) 
Zatehtali smo 0,952 g MgCl2 in 2,465 g MgSO4 × 7 H2O, ju raztopili v 20 mL 
dH2O, sterilno prefiltrirali skozi filter s premerom por 0,2 m ter do uporabe 
shranili pri 4 °C (Inoue in sod., 1990). 
 SYBR safe gel stain (Invitrogen) 
 dNTP (proizvajalec) 
 DMSO 





Velikost in količino DNA fragmentov po elektroforezni ločitvi v agaroznem gelu smo 





3.2.8 Komercialni kompleti (kiti) 
 
Za izolacijo genomske DNA bakterij S. rimosus (M4018 in R7) smo uporabili komercialni 
komplet »GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit« (Sigma-Aldrich, ZDA).  
 
Za izolacijo plazmidne DNA smo uporabili komercialni komplet »GenElute™ Plasmid 
Miniprep Kit« (Sigma-Aldrich, ZDA). 
 
Za rezanje DNA fragmentov iz agaroznega gela smo uporabili »GenCatch™ Advanced 
Gel Extraction Kit« (Epoch Life Science, ZDA). 
 
Za čiščenje DNA pomnožkov in DNA smo uporabili »GenElute™ PCR Clean-Up Kit« 
(Sigma-Aldrich, ZDA). 
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Preglednica 14: Uporabljeni antibiotiki. 
Antibiotik Koncentracija v 
gojišču (gmL) 
Proizvajalec Uporaba 
Ampicilin 100 Sigma-Aldrich (ZDA) Selekcija E. coli 
Apramicin 50 Sigma-Aldrich (ZDA) Selekcija E. coli 
Tiostrepton 30 Sigma-Aldrich (ZDA) Selekcija streptomicet 
Eritromicin 5 Sigma-Aldrich (ZDA) Selekcija streptomicet 
 
 
3.2.10 Laboratorijska aparatura in oprema 
 
 avtoklav (Sutjeska) 
 centrifuge (Hettich, Eppendorf) 
 PCR naprava (Bio-Rad) 
 stresalnik (INFORS HT) 
 aparatura za slikanje elektroforeznih gelov (Bio-Rad) 
 aparatura za izvajanje gelske elektroforeze (Bio-Rad) 
 elektroporator (Bio-Rad) 
 kivete (Sigma-Aldrich, Bio-Rad) 
 hladilnik (LTH) 
 inkubator (Sutjeska, Eppendorf) 
 laminar (Iskra PIO) 
 magnetno mešalo (IKA) 
 mikrovalovna pečica (Sanyo) 
 tehtnica (Mettler Toledo) 
 zamrzovalnik (Thermo Fischer Scientific) 
 pH meter (Mettler toledo) 





Prvi sklop našega dela je bil vrednotenje promotorjev PermE*, PoxyI, Ptg in Phs, pri 
čemer smo uporabljali metode gojenja bakterij S. rimosus in encimske teste za vrednotenje 
izražanja promotorjev. Drugi del je predstavljala bioinformatska analiza sevov S. rimosus 
oziroma analiza emc operona ter kloniranje različic gena tetR. V tem sklopu smo s PCR 
namnožili preučevane verzije gena tetR (tetR-4018/1, tetR-4018/2, tetR-R7/1, tetR-R7/2), ki 
se nahaja v EMC poti in vsak gen posebej vstavili v plazmid pAB04 za PermE* promotor. 
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Gene tetR pod kontrolo PermE* smo nato klonirali v plazmid pAB15 ki smo ga z 
elektrotransformacijo vstavili v seve Streptomyces rimosus, ki so nosili zapis za 
poročevalski gen xylE po kontrolo  promotorske regije emc operona iz Streptomyces 
rimosus M4018 ali iz  Streptomyces tsukobaensis.  
 
 
3.3.1 Heterologno izražanje katehol 2,3-dioksigenaze XylE pri Streptomyces rimosus   
 
Katehol 2,3-dioksigenazno aktivnost smo merili v tekočih gojiščih. Rekombinantne celice 
S. rimosus smo gojili v dveh gojiščih, in sicer v enostavnem gojišču TSB ter kompleksnem 
GOTC gojišču. Bioproces smo začeli, ko smo prenesli spore iz trdnega gojišča SM v 5 mL 
vegetativnega gojišča TSB ali GOTC. Po 24 h smo prenesli po 1 mL prekonočne kulture v 
7 mL gojišča TSB oziroma GOTC produkcijskega gojišča. Celice smo gojili na stresalniku 
pri 28 °C in 220 rpm.  V primeru TSB gojišča smo vzorčili po 1 mL kulture po 12, 24 in 36 
urah. V primeru GOTC produkcijskega gojišča pa smo vzorčili 2., 3., 6. in 7. dan.   
 
 
3.3.1.1 Merjenje katehol 2,3-dioksigenazne aktivnosti 
 
1 mL vzorca smo centrifugirali pri 10.000 g 10 min ter resuspendirali v 1 mL 20 mM 
kalijevega fosfatnega pufra (pH 7,2). Nato smo spet centrifugirali in resuspendirali z 
0,5 mL vzorčevalnega pufra. Celice smo lizirali s sonikacijo na ledu, 4 x 15 sekund s 30 s 
vmesnimi intervali, da smo preprečili penjenje. Takoj po sonikaciji smo dodali 5 L 10 % 
raztopine Tritona X-100 in inkubirali 15 min na ledu. Ostanke celic smo odstranili s 
centifugiranjem (14.000 g, 5 min). Za merjenje katehol 2,3-dioksigenazne aktivnosti smo 
zmešali 5 L vzorca in 195 L analiznega pufra ter inkubirali 10 min pri 37 °C. 
Absorbanco smo merili pri 375 nm, katehol 2,3-dioksigenazno aktivnost pa smo izračunali 
po spodnjih enačbah. 
 
Enoto katehol 2,3-dioksigenazne aktivnosti (U) smo izračunali kot spremembo absorbance 
pri 375 nm na minuto. 
 
                                                                   ... (3) 
  
A375 – absorbanca pri valovni dolžini 375 nm 
t – čas reakcije (min) 










Specifično aktivnost (mUmg celokupnih proteinov) pa smo izračunali kot spremembo 
katehol 2,3-dioksigenazne aktivnosti na milligram celokupnih proteinov.  
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                            … (4)  
 
3.3.1.2 Merjenje koncentracije celokupnih proteinov z Bradfordovo metodo  
 
Bradfordova metoda je preprosta kolorimetrična metoda za merjenje koncentracije 
celokupnih proteinov. Za ta test smo zmešali 10 L supernatanta za merjenje katehol 2,3-
dioksigenazne aktivnosti ter ga zmešali z 200 L Bradfordovega reagenta (razmerje 4:1, 4 
volumni destilirane vode in 1 volumen Bradfordovega reagenta). Po inkubaciji 5 min na 
sobni temperaturi smo merili absorbanco pri 595 nm. Koncentracijo celokupnih proteinov 
smo izračunali iz standardne krivulje, ki smo jo dobili tako, da smo izmerili absorbanco 
znanih koncentracij govejega serumskega albumina. V primeru, da je absorbanca vzorca 
presegala standardno krivuljo, smo vzorec še dodatno redčili.  
 
 
3.3.2 Metode uporabljene za pomnoževanje genov tetR v EMC metabolni poti  
 
3.3.2.1 Izolacija genomske DNA za PCR reakcije 
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je reakcija, s katero kopiramo odseke DNA s 
pomočjo DNA polimeraze, pri čemer sta pomembna začetna oligonukleotida, ki sta 
komplementarna začetnemu in končnemu delu DNA, ki ga hočemo prepisati. Pri vsaki 
ponovitvi se število kopij podvoji. Deluje na osnovi denaturacije DNA, vezavi začetnih 
oligonukleotidov in podaljševanju verige. 
 
Genomsko DNA bakterij S. rimosus M4018 in S. rimosus R7 smo izolirali s pomočjo 
komercialnega kompleta DNA »GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit« (Sigma-
Aldrich, ZDA) po navodilih proizvajalca. Izolirano genomsko DNA smo shranjevali v 
sterilnem pufru TE, pri 4°C. 
3.3.2.2 Izbira začetnih oligonukleotidov 
 
DNA zaporedje regije tetR znotraj emc operona, ki kodira gene za EMC metabolno pot 
smo določili s pomočjo FramePlot 2.3 – protein-coding region prediction tool (Ishikawa in 
Hotta), s katerim smo določili start in stop kodon za preučevan odsek. Ker smo našli 2 
različna start kodona, za katera nismo vedeli, kateri je pravi, smo s programom SnapGene® 
oblikovali dva različna para začetnih oligonukleotidov za pomnoževanje gena tetR s PCR, 
pri čemer sta se razlikovala samo v začetnem oligonukleotidu (tetR_NdeI_F1 in 
tetR_NdeI_F2).  Tako smo dobili dve različici gena tetR, dolžini 726 in 699 bp.  Mesta 
naleganja smo določili na start kodonu tetR regije in na stop kodonu tetR regije. Začetna 
nukleotida tetR_NdeI_F1 in tetR_NdeI_F2 imata restrikcijski mesti NdeI, začetni nukleotid 
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tetR_XbaI_R pa restrikcijsko mesto XbaI. Vsa restrikcijska mesta so bila potrebna za 
nadaljno delo pri kloniranju odseka tetR v plazmid pAB04 + PermE* xylE.  
 
Preglednica 15: Kombinacije uporabljenih začetnih oligonukleotidov in genomske DNA. 
Oznaka gena tetR Uporabljeni začetni nukleotidi Dobljeni PCR produkti 
tetR-4018/1 tetR_NdeI_F1 in tetR_XbaI_R Gen tetR iz S. rimosus M4018 (726 bp) 
tetR-4018/2 tetR_NdeI_F2 in tetR_XbaI_R Gen tetR iz S. rimosus M4018 (699 bp) 
tetR-R7/1 tetR_NdeI_F1 in tetR_XbaI_R Gen tetR iz S. rimosus R7 (726 bp) 
tetR-R7/2 tetR_NdeI_F2 in tetR_XbaI_R Gen tetR iz S. rimosus R7 (699 bp) 
 
3.3.2.3 Optimizacija pogojev verižne rekacije s polimerazo 
 
Za pomnoževanje DNA odseka tetR smo poskušali optimizirati PCR reakcijo z različnimi 
temperaturami podaljševanja in z dodatkom DMSO, ki zniža temperaturo denaturacije in 
zmanjša sekundarne strukture na DNA. Pogoji gelske elektroforeze: 0,8 % agarozni gel, 
400 mA, 7 kv/cm, 60 min. Uporabili smo DNA standard »GeneRulerTM DNA Ladder 
Mix«. 
 
Preglednica 16: Sestava reakcijske mešanice za optimizacijo pogojev PCR reakcije. 
Sestavine Volumen (L) 
PCR pufer 21,6 
MgCl2 8,6 
dNTP 8,6 
Začetni oligonukleotid tetR_NdeI_F1 ali 
tetR_NdeI_F2 
5,4 
Začetni nukleotid tetR_XbaI_R 5,4 
DNA polimeraza 0,9 
DMSO 4,5 
DNA 2 
PCR H2O 39,4 
  
Celotni volumen reakcijske mešanice smo potem razdelili 8 x 10 L za različne 
temperature naleganja od 56-70 °C. Pogoji gelske elektroforeze: 0,8 % agarozni gel, 400 
mA, 7 kv/cm, 60 min. Uporabili smo DNA standard »GeneRulerTM DNA Ladder Mix«. 
 
Preglednica 17: Reakcijski cikel pri pomnoževanju genov tetR. 
Temperatura (°C)  Čas (minute) Število ciklov Namen 
95  4:30 1 Začetna denaturacija 
95  0:30  Denaturacija 
56-70  0:45 35 Vezava začetnih oligonukleotidov 
72  1  Podaljševanje verig DNA 
72  1 1 Zaključno podaljševanje 
4  - 1 Zadrževanje 
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3.3.2.4 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozna gelska elektroforeza je standardna metoda v molekularni biologiji za ločevanje 
in analizo fragmentov DNA na podlagi njihove velikosti. To dosežemo tako, da skozi gel, 
v katerem je naša DNA, spustimo električni tok. Ker je DNA negativno nabita potuje proti 
pozitivni anodi, pri čemer krajše molekule potujejo hitreje kot večje. Uporabili smo jo za 
preverjanje reakcije PCR, pri čemer smo pripravili 0,8 % agarozni gel tako, da smo 
zatehtali ustrezno količino agaroze in jo raztopili v 1 x TAE pufru s pomočjo mikrovalovne 
pečice. To smo potem ohladili na 50-60 °C in dodali ustrezno količino SYBR™ Safe  
barvila. Raztopino smo nato nanesli na nosilec in počakali, da se strdi. Nato smo gel skupaj 
z nosilcem prenesli v elektroforezno banjico z 1 x TAE pufrom. V prvo jamico smo nanesli 
lestvico »GeneRulerTM DNA Ladder Mix«, s pomočjo katere smo določali velikost 
preučevanih framgentov DNA, v ostale jamice pa smo dodali preučevano DNA, zmešano z 
nanašalnim pufrom.  
 
 
3.3.3 Restrikcija plazmida pAB04 + PermE* xylE in pomnoženih genov tetR 
 
Zaradi kloniranja genov tetR v plazmid pAB04 + PermE* xylE smo naredili restrikcijo 
plazmida in genov tetR, da smo dobili komplementarne konce za ligacijo. Tako smo 
pAB04 + PermE* xylE in gene tetR rezali z restrikcijskima encimoma XbaI in NdeI. Pogoji 
gelske elektroforeze: 0,8 % agarozni gel, 400 mA, 7 kv/cm, 60 min. Uporabili smo DNA 
standard »GeneRulerTM DNA Ladder Mix«. 
 
Preglednica 18: Restrikcijska mešanica plazmida pAB04 + PermE* xylE. 
Plazmid pAB04 + PermE* xylE Volumen (l) 
Plazmidna DNA 50 
Restrikcijski encim NdeI 5 
Restrikcijski encim XbaI 5 




Preglednica 19: Restrikcijska mešanica genov tetR. 
PCR produkt (tetR) Volumen (l) 
PCR produkt 50 
Restrikcijski encim NdeI 5 
Restrikcijski encim XbaI 5 
Restrikcijski pufer 10 
dH2O 30 
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3.3.4 Izolacija in čiščenje DNA iz agaroznega gela 
 
Iz agaroznega gela smo izrezali in očistili tako gene tetR kot tudi rezan plazmid pAB04 + 
PermE* xylE. Pri PCR pomnožkih je šlo za 726 in 699 bp velike pomnožke, pri plazmidu 
pa za okrog 6100 bp velik del plazmida, iz katerega se je po restrikciji ločil okrog 1000 bp 
dolg del xylE. Izrezan košček gela smo natančno stehtali in prenesli v mikrocentrifugirko 
in očistili s komericialnim kompletom »GenCatch Advanced Gel Extraction«.  
3.3.5  Ligacija plazmida pAB04 + PermE* in genov tetR 
 
Za potrebe ligacije smo DNA inserte in DNA plazmida najprej pomerili na Lambdi Bio+, 
da smo ugotovili natančno koncentracijo DNA, ki je potrebna pri načrtovanju ligacijske 
mešanice. Tako smo lahko natančno sestavili čimbolj optimizirano ligacijsko mešanico. 
Ligacijsko mešanico smo pripravili v razmerju 3:1 v korist inserta. Natančna sestava 
ligacijskih mešanic je navedena v spodnji preglednici. 
 
 
Preglednica 20: Ligacijska mešanica plazmida pAB04 PermE* ter PCR pomnožkov. 
Sestavine Volumen (L) Volumen (L) Volumen (L) Volumen (L) 
Plazmid 0,52 0,52 0,52 0,52 
Insert  2,7* 4,2** 3,8*** 3,8**** 
Ligacijski pufer 1,5 1,5 1,5 1,5 
Ligaza 0,2 0,2 0,2 0,2 
PCR H2O 10,1 8,6 9 9 
* insert tetR-40181 
** insert tetR-40182 
*** insert tetR-R71 
**** insert tetR-R72 
 
Ligacijsko mešanico smo nato pustili čez noč na sobni temperaturi. 
 
3.3.6 Priprava elektrokompetentnih celic E. coli DH10 
 
Elektrokompetentne celice E. coli DH10 smo pripravili tako, da smo 1. dan iz 
zamrzovalnika vzeli celice E. coli DH10 in jih nacepili na 2TY gojišče ter inkubirali 
preko noči na 37 °C. Nato smo s sterilno ezo prenesli kolonije v 2 x 50 mL TY gojišča in 
spet inkubirali preko noči na 37 °C in 220 rpm. 3. dan smo inokulirali 4 x 200 mL z 2 mL 
prekonočne kulture. To smo potem inkubirali na stresalniku (37 °C in 220 rpm) dokler ni 
kultura dosegla optične gostote OD600 = 0,9. Kulturo smo potem prenesli v sterilne 
centrifugirke, inkubirali 30 min na ledu, nato pa centifugirali 10 min pri 4000 rpm in 4 °C. 
Supernatant smo odlili in nežno resuspendirali pelet v 100 mL 1 mM HEPES pufra. 
Vsebino dveh centrifugirk smo potem združili, spet centifugirali pri istih pogojih, odlili 
supernatant ter resuspendirali v 50 mL 10% raztopine glicerola. Spet smo združili vsebino 
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dveh centifugirk, ponovno centifugirali, odlili supernatant in resuspendirali pelet v 2,5 mL 
10% raztopine glicerola. Celice smo na koncu alikvotirali po 100 L v ohlajene 
mikrocentrifugirke in jih shranili v zmrzovalnik na -80 °C.  
 
3.3.7 Transformacija plazmidov pAB04 + PermE* tetR v E. coli DH10 
 
Transformacija je eden izmed pogosto uporabljenih načinov za prenos genskega materiala 
v celice, v našem primeru gre za vključitev plazmidne DNA v elektrokompetentne celice 
E. coli DH10. Transformacijo smo izvedli s pomočjo elektroporatorja s standardnim 
postopkom za celice E. coli (Sambrook in sod., 2001).  
 
Elektrokompetentne celice E. coli DH10, ki so bile predhodno zamrznjene na -80 °C, smo 
na ledu odtalili in jim dodali 1,5 L ligacijske mešanice (Preglednica 20), resuspendirali in 
inkubirali na ledu 1 min. Nato smo celotno vsebino prenesli v elektroporacijsko kiveto z 
razmikom 1 mm ter jih izpostavili električnemu pulzu (v primeru E. coli 2 kV, 600 , 25 
uF), pri čemer je nastalo električno polje, ki je naredilo bakterijske membrane prepustne za 
prehod ligacijske mešanice v celico. V kiveto smo nato dodali 960 L 2TY gojišča, 
resuspendirali in prenesli v sterilne mikrocentrifugirke in jih inkubirali 1 uro na 37 °C.  
Po inkubaciji smo 100 L nanesli na plošče 2TY z ustreznim antibiotikom, ki je omogočal 
selekcijo celic. Preostanek celic smo centrifugirali (4000 rpm, 5 min), odstranili večino 
supernatanta, jih resuspendirali v preostanku gojišča in zopet nanesli na 2TY gojišče z 
ustreznim antibiotikom. Plošče smo nato inkubirali 24 ur na 37 °C.  
 
3.3.8. Preverjanje uspešnosti transformacije 
 
3.3.8.1 Izolacija plazmidov 
 
Plazmide smo izolirali iz predhodno transformiranih celic E. coli DH10. S plošč 2TY z 
ustreznim antibiotikom smo vzeli kolonije zraslih transformant in jih prenseli v 5 mL 
tekočega gojišča 2TY z antibiotikom za selekcijo transformant ter jih inkubirali na 
stresalniku 24 ur pri 37 °C in 220 rpm. Plazmide smo izolirali s komercialnim kompletom. 
Eluirane plazmide smo shranili na -20 °C do nadaljnega dela.  
 
3.3.8.2 Restrikcija plazmidov pAB04 + PermE* tetR 
 
Z izoliranimi plazmidi smo naredili restrikcijo, da bi preverili, če vsebuje ciljni insert. 
Tako smo rezali plazmid pAB04 + PermE* tetR z restikcijskima encimoma NdeI in XbaI 
(sestava res. m. prikazana v Preglednici 21). Če je bila restrikcija uspešna, bi na gelu tako 
videli 2 fragmenta. Pogoji gelske elektroforeze: 0,8 % agarozni gel, 400 mA, 7 kv/cm, 60 
min. Uporabili smo DNA standard »GeneRulerTM DNA Ladder Mix«. 
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Preglednica 21: Restrikcijska mešanica plazmidov pAB04 + PermE* tetR. 
Sestavine Volumen (L) 
Plazmid pAB04 + PermE* tetR 10 
Restrikcijski encim NdeI 1 
Restrikcijski encim XbaI 1 
Restrikcijski pufer 2 
PCR H2O 6 
 
 
3.3.9 Sekvenciranje genov tetR  
 
Za preverjanje nukleotidnega zaporedja vključka smo izvedli PCR na plazmidih pAB04 + 
PermE* tetR, da smo dobili ciljne inserte. Po čiščenju insertov smo jih ligirali v 
komercialni vektor pGEM, ter transformirali. Skupaj s standardnimi začetnimi 
oligonukleotidi smo vektor poslali v sekvenciranje v podjetje Macrogen (Seoul, Južna 
Koreja), kjer so določili nukleotidno zaporedje insertov. Poslali smo 3 vzorce in sicer z 
inserti tetR-40182, tetR-R71 in tetR-R72. Zaporedje insertov smo potem preverili s 
programom ClustalW, pri čemer smo za referenci vzeli znani zaporedji dveh verzij gena 
tetR v EMC poti.  
 
 
3.3.10 Vključitev inserta PermE* tetR v plazmid pAB15 
 
Za vključitev insertov PermE* tetR iz plazmidov pAB04 + PermE* tetR v plazmid pAB15 
smo plazmid pAB04 + PermE* tetR smo najprej rezali z restrikcijskim encimom EcoRI ter 
viseči del verige zapolnili s Klenowim fragmentom. Plazmid pAB15 pa smo najprej rezali 
z encimom SpeI in viseči del verige prav tako zapolnili s Klenowim fragementom. Na 
koncu smo oba plazmida rezali še z XbaI.  
 
 
3.3.11 Ligacija lineariziranega plazmida pAB15 in insertov PermE* tetR iz plazmidov 
pAB04 + PermE* tetR 
 
Za potrebe ligacijske reakcije smo na Lambdi Bio+ pomerili koncentraciji plazmidne DNA 
in DNA inserta, da smo lahko natančno zastavili ligacijsko mešanico. Ligacijsko mešanico 
smo pripravili v razmerju 3:1 v korist inserta. Ker pa smo viseče konce DNA zapolnili s 
Klenowim fragmentom, smo nato morali naredili ligacijsko mešanico za DNA s topimi 
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Preglednica 22: Ligacijska mešanica plazmida pAB15 in insertov PermE* tetR. 
Sestavine Volumen (L) Volumen (L) 
Plazmid pAB15 1,2 1,2  
Insert  3,4* 3,7** 
Ligacijski pufer 1,5 1,5 
Ligaza 0,2 0,2 
50% PEG 4000 pufer 1,5 1,5 
PCR H2O 8,7 7,1 
*insert PermE* tetR-R71 
**insert PermE* tetR-R72 
 
 
3.3.12 Preverjanje uspešnosti transformacije 
 
Ponovno smo naredili restrikcijo plazmidov pAB15 + PermE* tetR, da smo z gelsko 
elektroforezo preverili, ali smo v plazmid uspeli vstaviti inserta PermE* tetR-R7/1 in 
PermE* tetR-R7/2 (Preglednica 23). Pogoji gelske elektroforeze: 0,8 % agarozni gel, 400 
mA, 7 kv/cm, 60 min. Uporabili smo DNA standard »GeneRulerTM DNA Ladder Mix«. 
 
Preglednica 23: Restrikcijska mešanica plazmidov pAB15 + PermE* tetR 
Sestavine Volumen (L) 
Plazmid pAB15 + PermE* tetR 10 
Restrikcijski encim SpeI 1 
Restrikcijski encim XbaI 1 
Restrikcijski pufer 2 
PCR H2O 6 
 
 
3.3.13 Transformacija plazmida pAB15 + PermE* tetR v E. coli ET12567 
 
Da smo lahko plazmid pAB15 + PermE* tetR lahko vnesli v streptomicete smo morali 
plazmid pAB15 + PermE* tetR transformirati v celice E. coli ET12567, zato, da smo 
pridobili nemetilirano plazmidno DNA. Postopek elektrotransformacije je bil enak kot v 
poglavju 3.3.9.  
 
3.3.14 Priprava elektrokompetentnih celic S. rimosus  
 
Po 100 L suspenzije spor S. rimosus M4018 z vstavljenimi promotorskimi regijami Pemc 
operona iz S. rimosus (S. rimosus M4018 SR), spor S. rimosus R7 z vstavljemi 
promotorskimi regijami emc operona iz S. tsukobaensis (S. rimosus R7 ST) in spor S. 
rimosus M4018 z vstavljenimi promotorskimi regijami Pemc operona iz S. tsukobaensis (S. 
rimosus M4018 ST) smo razmazali na trdno gojišče TSA s tiostreptonom in jih inkubirali 7 
dni pri 28 °C. Nato smo prenesli 1 kolonijo v 5 mL tekočega gojišča TSB s tiostreptonom 
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in inkubirali na stresalniku 24 ur pri 28 °C. Naslednji dan smo 1 mL prekonočne kulture 
prenesli v 50 mL tekočega gojišča TSB s tiostreptonom in inkubirali na stresalniku 24 ur 
pri 28 °C. Prekonočno kulturo smo nato prelili v ohlajene centrifugirke in inkubirali na 
ledu 30 min. Kulturo smo nato centrifugirali 15 min pri 14000 g in 4 °C. Vsa nadaljna 
centrifugiranja so potekala pri 4 °C. Supernatant smo odlili ter pelet resuspendirali v 50 
mL ohlajene 10,3 % raztopine saharoze. Zopet smo centrifugirali 15 min pri 14000 g, odlili 
supernatant ter resuspendirali pelet v 25 mL 10,3 % raztopine saharoze. Ponovili smo 
centrifugiranje 15 min pri 14000 g ter zopet odlili supernatant. Pelet smo nato 
resuspendirali v 5 mL 15 % raztopine ohlajenega glicerola z lizocimom v ustrezni 
koncentraciji. Pri sevu S. rimosus M4018 je bila ta koncentracija 400 LmL, pri sevu S. 
rimosus R7 pa 200 LmL. Nato smo kulturo prenesli v centrifugirke s penastim 
zamaškom in inkubirali 30 min pri 37 °C. Spet smo ponovili centrifugiranje za 15 min pri 
10000 g ter pelet resuspendirali v 10 mL ohlajene 15 % raztopine glicerola. Ponovno smo 
centrifugirali 15 min pri 7600 g in resuspendirali celice v 10 mL 15 % raztopine glicerola. 
Sledilo je centrifugiranje 15 min pri 7600 g in na koncu resuspendiranje celic v 2,5 mL 
pufra ET. Suspenzijo smo na koncu alikvotirali po 50 L v sterilne mikrocentrifugirke in 
jih do uporabe hranili na -80 °C.  
 
 
3.3.15 Transformacija plazmida pAB15 + PermE* tetR v seve S. rimosus M4018 SR 
S. rimosus R7 ST, S. rimosus M4018 ST 
 
Elektrokompetentne celice in plazmid smo odtajali na ledu. V mikrocentrifugirki smo 
zmešali 50 L celic in 2 L plazmida ter vsebino prenesli v ohlajeno kiveto za 
elektroporacijo. Elektroporacijo smo izvedli z napetostjo 2 kV. Takoj smo dodali 950 uL 
CRM gojišča ter premešali. Vso vsebino smo spet prenesli v falkonko ter inkubirali na 
stresalniku 4 ure pri 28 °C. Po končani inkubaciji smo 100 L celične suspenzije razmazali 
na plošče TSA z eritromicinom, ki je omogočal selekcijo transformant. Gojišča smo nato 
inkubirali 3 dni pri 28 °C.  
 
3.3.16 Selekcija transformant 
  
Po transformaciji smo izvedli selekcijo celic, ki so sprejele plazmid. Izbrali smo 
morfološko primerne kolonije, ki rastejo v višini, zvijajo površino agarne podloge in 
nekoliko bolje sporulirajo in jih še enkrat prenesli na sveža TSA gojišča z eritromicinom. 
Po 3 dneh inkubacije na 28 °C smo jih prenesli še na SM gojišče z eritromicinom in 
inkubirali 7 dni pri 28 °C. 
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3.3.17 Merjenje aktivnosti katehol 2,3-dioksigenaze pri transformantah S. rimosus 
M4018 SR, S. rimosus R7 ST in S. rimosus M4018 ST z dodatkom 50 mM 
amonijevega acetata 
 
Ponovili smo merjenje katehol 2,3-dioksigenazne aktivnosti s to razliko, da smo merili tudi 
aktivnosti transformant S. rimosus M4018 SR, S. rimosus R7 ST in S. rimosus M4018 ST v 
gojiščih TSB in GOTC z in brez dodanega amonijevega acetata. V TSB gojišča smo dodali 
amonijev acetat po 12 urah, v primeru GOTC pa po 3 dneh, da je končna koncentracija 
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Pot etilmalonil-CoA so leta 2007 odkrili Erb in sod., ki so pokazali, da so nekatere 
bakterije kljub odsotnosti ključnih genov glioksilatnega cikla sposobne rasti na acetatu. 
Geni vključeni v pot etilmalonil-CoA (EMP) so združeni v operonu emc, v katerem se 
nahaja 6 genov, med katerimi je najpomembnejši gen z zapisom za encim krotonil-CoA 
karboksilaza/reduktaza (CcR), ki katalizira reduktivno karboksilacijo krotonil-CoA do 
etilmalonil-CoA (Erb in sod., 2007). V operonu emc se nahaja tudi gen za regulatorni 
protein TetR, ki naj bi deloval tako, da se veže na promotorsko regijo operona emc in s tem 
uravnaval izražanje le-tega. To so zaenkrat Hu in Lidstrom (2012) pokazali pri bakteriji 
Methylobacterium extorquens AM1 (Hu in Lidstrom, 2012), regulacija operona emc pa ni 
bila preučevana pri streptomicetah.  
 
V tej nalogi smo želeli ovrednotiti ali gen tetR regulira operon emc, pri čemer smo se 
odločili za prekomerno izražanje emc operona. Gen ccr je prvi gen v emc operonu, zato 
smo vzeli promotorsko regijo ccr in za gen postavili poročevalski gen xylE, ter plazmidni 
konstrukt integrirali in-trans v kromosom (Larisa Nicolleti, 2016). Za prekomerno 
izražanje gena tetR smo potrebovali močan promotor, zato smo testirali nekaj promotorjev 
iz S. rimosus., za katere smo s pomočjo analize transkriptoma ugotovoli, da se dobro 
izražajo. Še dodatno smo uporabili promotor PermE*, ki je v streptomicetah ponavadi 
močan konstitutivni promotor, ki smo ga klonirali pred gen tetR in konstrukt vnesli v 
kromosom in-trans. Vpliv regulatornega gena tetR na izražanje promotorske regije emc 
operona (Pemc) smo merili v gojišču z acetatom pri bakteriji S. rimsous , ki nosi 
obvečevalec  Pemc-xylE. Slednji kodira encim katehol 2,3-dioksigenazo.  
 
 
4.1 VREDNOTENJE AKTIVNOSTI PROMOTORJEV PermE*, PoxyRI, Phs in Ptg V 
SEVIH S. rimosus M4018 Z REPORTERSKIM GENOM xylE 
 
Gen xylE je dolg 924 bp in kodira encim katehol 2,3-dioksigenazo, protein vsebuje 307 
aminokislin z maso 35156 kDa in izvira iz bakterije Pseudomonas (Ingram in sod., 1989). 
Ta encim katalizira pretvorbo brezbarvnega katehola v 2-hidroksimukonski semialdehid, ki 
je rumene barve. Aktivnost encima smo merili pri valovni dolžini 375 nm. Večja kot je bila 
aktivnost promotorja, več encima se je sintetiziralo in intenzivnejša je bila rumena barva. 
V gostiteljskem sevu S. rimosus smo ovrednotili delovanje štirih različnih promotorjev: 
promotor PermE*, izoliran iz bakterije S. erythraea (Bibb in sod., 1985), ki velja za enega 
močnejših konstitutivnih promotorjev za gensko izražanje pri bakterijah rodu Streptomyces 
in ostalih taksonomsko sorodnih bakterijah. (Wilkinson in sod., 2002); PoxyI, promotor 
gena oxyI, ki se nahaja v OTC skupku in kodira majhen protein je homologen MtmX, ta pa 
katalizira formuliranje zaključnega obroča med biosintezo mitramicina (Lombó in sod., 
1996). Ostala dva promotorja sta bila promotor »heat shock« proteina Phs in promotor 
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homologa transglikozilaze Pgt iz S. rimosus. Ta dva gena se relativno drobro izražata v 
gojišču TSB, kar je razvidno iz transkriptoma S. rimosus (podatki niso prikazani).  
 
4.1.1 Vrednotenje aktivnosti promotorjev genov PermE*, PoxyI, Phs in Ptg v 
kompleksnem gojišču GOTC 
 
Encimsko aktivnost XylE smo spremljali pri štirih različnih promotorjih, pri čemer smo za 
vsak promotor uporabili štiri neodvisne transformante. Kot negativno kontrolo smo 
uporabili sev bakterije S. rimosus brez poročevalskega gena xylE. Vzorčenje smo začeli 
drugi dan inkubacije in ga potem nadaljevali še tretji, šesti in sedmi dan, ko smo  izvajali 
biosintezni postopek na GOTC gojišču. Najvišje vrednosti encimske aktivnosti XylE smo 
izmerili pri promotorju PermE*. Vrednosti encimske aktivnosti XylE so pri tem 
promotorju šesti dan dosegle med 80 in 100 mU/mg celokupnih proteinov, najvišja 
vrednost pa je znašala 100,4 ± 18 mU/mg celokupnih proteinov. Vrednost aktivnosti XylE 
pod regulacijo promotorja PoxyI, ki verjetno pozitivno regulira gen oxyI v OTC skupku je 
šesti dan znašala 31 ± 18 mU/mg celokupnih proteinov. Aktivnost XylE pod regulacijo 
promotorja Phs je bila podobna promotorju PoxyI, znašala je 35,8 ± 9,9 mU/mg 
celokupnih proteinov. Najnižjo aktivnost XylE smo izmerili pri promotorju Ptg kjer je bila 
sedmi dan najvišja aktivnost 10,2 ± 2,3 mU/mg celokupnih proteinov. Pri promotorjih 
Perm*, PoxyI in Phs smo ugotovili da aktivnost narašča do šestega dne, potem pa začne 
počasi upadati, izjemoma smo višjo vrednost  XylE izmerili pri promotorju Ptg, ki je imel 




Slika 9: Aktivnosti promotorjev PermE*, PoxyI, Phs in Ptg pri bakteriji S. rimosus v gojišču GOTC po dveh, 
treh, šestih in sedmih dnevih. PermE* = promotor gena z zapisom odpornosti proti eritromicinu; PoxyI = 
promotor gena oxyI v OTC skupku; Phs = promotor heat shock« proteina, Ptg = promotor homologa 
transglikozilaze. 
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4.1.2 Vrednotenje aktivnosti promotorjev PermE*, PoxyI, Phs in Ptg v topnem gojišču 
TSB 
 
Poskus smo ponovili tudi v gojišču TSB, pri čemer pa smo aktivnost  XylE pod regulacijo 
promotorjev merili pri 12, 24 in 36 uri, saj so predhodne raziskave pokazale, da po 24 urah 
aktivnost promotorjev v TSB gojišču hitro upade, saj kultura izrabi gojišče in preide v 
stacionarno fazo rasti (Magdevska, 2010). Kot negativno kontrolo smo uporabili sev S. 
rimosus M4018 AppA brez poročevalskega gena xylE kot je razvidno iz Preglednice 3. Na 
Sliki 10 je razvidno, da smo najvišjo vrednost aktivnosti XylE dobili pri promotorju 
PermE* po 24 urah, in sicer 118 ± 0,8 mU/mg celokupnih proteinov. Najvišjo aktivnost 
XylE pri promotorju PoxyI smo dobili po 24 urah, in sicer 15 ± 3,1 mU/mg celokupnih 
proteinov. Pri promotorju Phs smo izmerili višjo aktivnost XylE kot pri PoxyI, pri čemer je 
bila najvišja aktivnost 21,6 ± 1,9 mU/mg celokupnih proteinov. Promotor Ptg pa je prav 
tako kot v gojišču GOTC pokazal najnižjo aktivnost XylE, in sicer 10,2 ± 2,6 mU/mg 
celokupnih proteinov (Slika 10).  Najvišja aktivnost XylE je bila pri vseh promotorjih 
dosežena po 24 urah inkubacije, potem pa je začela padati, kar se sklada s predhodnimi 
raziskavami (Magdevska, 2010). 
 
 
Slika 10: Aktivnosti promotorjev PermE*, PoxyI, Phs in Ptg pri bakteriji S. rimosus v gojišču TSB po 12, 24 
in 36 urah. PermE* = promotor gena z zapisom odpornosti proti eritromicinu; PoxyI = promotor gena oxyI v 
OTC skupku; Phs = promotor heat shock« proteina, Ptg = promotor homologa transglikozilaze. 
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4.2 OPTIMIZACIJA PCR POSTOPKA ZA NAMNOŽEVANJE REGIJ tetR 
 
Za pomnoževanje DNA odsekov tetR regij smo najprej optimizirali PCR reakcijo z 
izvedbo reakcije pri različnih temperaturah podaljševanja, in z dodatkom DMSO, ki zniža 
temperaturo denaturacije in zmanjša sekundarne strukture na DNA.  
 
 
Slika 11 : PCR pomnožki tetR iz sevov S. rimosus M4018 in S. rimosus R7 z dvema različnima setoma 
začetnih nukleotidov pri različnih temperaturah podaljševanja. 1 = 56 °C; 2 = 57,1 °C; 3 = 59,1 °C; 4 = 62 
°C; 5= 64 °C; 6 = 66 °C; 7 = 68 °C; 8 = 70 °C. Pogoji PCR reakcije in gelske elektroforeze so navedeni v 
Poglavju 3.3.2.3 in v Preglednici 16. 
 
 
Pri tetR-R7/1 in tetR-4018/1 smo pričakovali PCR produkte v velikosti 726 bp, pri tetR-
R7/2 in tetR-4018/2 pa PCR produkte v velikosti 699 bp.   Na sliki 11 so prikazane različne 
temperature podaljševanja pri PCR reakciji (56-70 °C), pri različnih pomnožkih. Pri 
temperaturi podaljševanja 57,1 °C je bila pomnožitev ciljnega DNA fragmenta že 
optimalna.  
 
Ko smo določili optimalne pogoje PCR reakcije, smo reakcijo ponovili v večjem volumnu 
(100 L). Po končani reakciji smo PCR pomnožke ločili s pomočjo gelske elektroforeze 
glede na velikost ter jih s skalpelom izrezali iz gela, očistili in pripravili za nadaljne delo.  
 
Buzar I. Vrednotenje izbranih promotorjev bakterije Streptomyces rimosus s pomočjo poročevalskega gena xylE.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
36 
 
Slika 12: Pomnoženi geni tetR v iz S. rimosus M4018 in S. rimosus R7. 1: tetR-4018/1, 2: tetR-4018/2, 3: 
tetR-R7/1, 4: tetR-R7/1. Pogoji PCR reakcije in gelske elektroforeze so navedeni v Poglavju 3.3.2.3  in v 
Preglednici 17. 
 
Slika 12 prikazuje pomnožene gene tetR iz obeh sevov S. rimosus. Kot je razvidno na sliki 
12, smo uspešno pomnožili ciljne PCR produkte, pri čemer sta s številkama 1 in 3 
označena produkta tetR dolga 699 bp, s številkama 2 in 4 pa produkta tetR dolga 726 bp. 
Pomnožili smo dve različni verziji regije tetR, saj iz bioinformacijske analize nismo mogli 
točno razbrati kateri start kodon je pravilen.  
4.3 KONSTRUKCIJA PLAZMIDNIH VEKTORJEV pAB04 Z VKLJUČKI tetR 
 
Očiščene PCR produkte tetR iz S. rimosus M4018 in S. rimosus R7 smo rezali z encimoma 
XbaI in NdeI. Dobljeni fragment smo ligirali v vektor pAB04 + PermE* xylE, ki smo ga 
predhodno linearizirali z restrikcijskima encimoma XbaI in NdeI, pri čemer smo iz 
plazmida izrezali xylE insert (Slika 13). Tako konstruirane plazmide pAB04 + PermE* 
tetR4018/1, pAB04 + PermE tetR-4018/2, pAB04 + PermE* R7/1, pAB04 + PermE* tetR-
R7/2 smo nato transformirali v seve E. coli DH10. Po transformaciji je sledila izolacija 
plazmidov ter restrikcija za preverjanje uspešnosti transformacije z encimoma XbaI in 
NdeI (Slika 14).  
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Slika 13: Restrikcija plazmida pAB04 + PermE* xylE. Pogoji gelske elektroforeze so navedeni v Poglavju 
3.3.3  in v Preglednici 18. 
 
Plazmid pAB04 + PermE* xylE smo rezali z encimoma XbaI in NdeI, da smo na gelu 
potem lahko ločili plazmid pAB04 + PermE* z velikostjo približno 5,7 kbp in in gen xylE 
z velikostjo približno 1 kbp. Za nadaljno delo smo potrebovali plazmid pAB04 + PermE*, 




Slika 14: Restrikcija plazmidov pAB04 + PermE* tetR. 1 = pAB04 + PermE* tetR-R7/1; 2 = pAB04 + 
PermE tetR-R7/2; 3 = pAB04 + PermE* tetR- 4018/1; 4 = pAB04 + PermE* tetR-4018/2 po kloniranju. 
Pogoji gelske elektroforeze so navedeni v Poglavju 3.3.8.2  in v Preglednici 21. 
 
Uspešno smo konstruirali le plazmida pAB04 + PermE* tetR-R7/1 in pAB04 + PermE* 
tetR-R7/2, ne pa tudi pAB04 + PermE* tetR-4018/1 in pAB04 + PermE tetR-4018/2. 
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4.4 KONSTRUKCIJA INTEGRATIVNEGA PLAZMIDA pAB15 Z VKLJUČKI PermE* 
tetR 
 
Transformirali smo seva S. rimosus M4018 in S. rimosus R7 (Preglednica 3), ki imajo pred 
reporterskim genom xylE promotorsko regijo Pemc integrirano in trans v kromosomu 
(Nicolleti, 2016). Ti sevi imajo v kromosom integriran plazmid z genom za odpornost proti 
tiostreptonu. Zato smo potrebovali drug plazmid, z zapisom proti drugem antibiotiku. Tako 
je bilo potrebno iz plazmidov pAB04 + PermE* R7/1 in pAB04 + PermE* tetR-R7/2 
izrezati dela PermE* tetR R7/1  in PermE* tetR R7/2  ter ju klonirati v vektor pAB15, ki 
ima zapis za odpornost na eritromicin, ki smo ga potem lahko uporabili za selekcijo 
transformant S. rimosus z našim insertom. Uspešnost kloniranja smo preverili z restrikcijo 
plazmida in z gelsko elektroforezo (Slika 15).  
 
 
Slika 15: Rezani plazmidi pAB15 + PermE* tetR-R7/2 (1-6) pAB15 + PermE* tetR-R7/1 (7-13). Pogoji so 
navedeni v Poglavju 3.3.12.3 in v Preglednici 23. 
 
Uspešno smo pridobili samo plazmid pAB15 + tetR-R7/1. Pričakovana produkta po gelski 
elektroforezi sta bila okrog 1 kbp dolg produkt PermE* tetR-R7/1 in 6,1 kbp dolg plazmid 
pAB15 
 
4.5 RAST TRANFORMANT NA SM GOJIŠČU 
 
Začetne seve S. rimosus M4018 in S. rimosus R7 z vstavljenimi Pemc promotorskimi 
regijami pred reporterskim genom xylE (Nicolleti, 2016) smo izbrali na podlagi 
morfoloških lastnosti na na SM Ts gojišču. Izbirali pa smo takšne seve, ki so tvorile spore 
bele barve. Začetni sevi S. rimosus M4018 so imeli tršo belo površino, ki pa se je 
razraščala tudi v notranjost gojišča. Začetni sevi S. rimosus R7 pa so bili morfološko 
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različni. Opazili smo prav tako spore bele barve, zraven pa še micelij rumene ter rjave 
barve, ki pa je bil mehkejši, bolj naguban in bolj razrasel v višino (Slika 16).  
 
Transformante S. rimosus M4018 in S. rimosus R7 z vstavljenim plazmidom pAB15 + 
PermE* tetR R7/1 smo gojili 10 dni na trdnem gojišču SM Erm. Med transformantami S. 
rimosus M4018 ni bilo razlike v morfoloških lastnostih primerjavi z začetnimi sevi (slika 
15). Transformante seva S. rimosus M4018 so zopet tvorile trdne bele spore, ki so se 
razraščale v notranjost gojišča, transformante seva S. rimosus R7 pa so tvorile malo več 
rumenkastih, mehkejših spor in manj belih spor (Slika 16).  
 
 
Slika 16: Transformante S. rimosus R7 in S. rimosus M4018 pred in po transformaciji s plazmidom pAB15 + 
PermE* tetR-R7/1. A in B prikazujeta S. rimosus R7 pred in po transformaciji na gojišču GOTC, C in D 




4.6 VREDNOTENJE AKTIVNOSTI XylE V SEVIH BREZ VKLJUČKA tetR, V SEVIH 
Z VKLJUČKOM tetR TER V SEVIH Z VKLJUČKOM tetR IN GOJIŠČEM Z 
DODANIM ACETATOM 
 
4.6.1 Vrednotenje aktivnosti XylE v gojišču GOTC  
 
Transformante, ki smo jih testirali, so bile S. rimosus M4018 z Pemc promotorjem iz S. 
rimosus (S. rimosus M4018 SR), S. rimosus M4018 z Pemc promotorjem iz S. 
tsukobaensis (S. rimosus M4018 ST) in S. rimosus R7 z Pemc promotorjem iz S. 
tsukobaensis (S. rimosus R7 ST) (Preglednica 3).  
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Poskus smo v gojišču GOTC zastavili tako, da smo vzorce  odvzemali na 2, 3, 6 in 7 dan. 
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili sev, ki ima pred genom xylE promotor PermE*. 
Rezultati so prikazani na Sliki 17. Najvišjo vrednost aktivnosti XylE pozitivne kontrole 
(Preglednica 3) mo izmerili na šesti dan, in sicer 116  13,2 mU/mg celokupnih proteinov. 
Izmed preučevanih transformant pa je najvišjo aktivnost XylE dosegel S. rimosus M4018 
SR in sicer brez tetR in dodanega acetata. Vrednost je bila 32,1  3,7 mU/mg celokupnih 
proteinov. Vrednost aktivnosti XylE seva S. rimosus M4018 SR s kloniranim tetR je bila 
14,3  1,3 mU/mg celokupnih proteinov, s tetR in dodanim acetatom pa 23  3,2 mU/mg 
celokupnih proteinov. S. rimosus M4018 ST je najvišjo aktivnost XylE dosegel z 
vstavljenim tetR, in sicer 28,3  1,5 mU/mg celokupnih proteinov, s kloniranim tetR in 
dodanim acetatom 25,2  1,1 mU/mg celokupnih proteinov, brez kloniranega tetR in 
acetata pa 25,3  2,1 mU/mg celokupnih proteinov 
 
 
Slika 17: Aktivnosti XylE v transformantah v gojišču GOTC po dveh, treh, šestih in sedmih dnevih.  Sevi 
opisani v preglednici 3. 
 
4.6.2 Vrednotenje aktivnosti XylE v gojišču TSB  
 
Poskus z istimi sevi (Poglavje 4.6.1) smo naredili še v TSB gojišču, kjer je inkubacija 
trajala 36 ur. Kot pozitivno kontrolo smo spet uporabili sev, ki ima pred genom xylE 
promotor PermE*. Tu smo najvišjo aktivnost XylE dobili 98 mU/mg celokupnih 
proteinov. Med transformantami je najvišjo aktivnost XylE dosegel S. rimosus M4018 ST s 
kloniranim tetR in dodanim acetatom v gojišču. Tu je bila najvišja vrednost aktivnosti 
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XylE 24,3  3,9 mU/mg celokupnih proteinov. Sev S. rimosus M4018 SR je najvišjo 
vrednost aktivnosti XylE dosegel prav tako s tetR in dodatkom acetata in sicer 21,8  9,1 
mU/mg celokupnih proteinov. Pri sevu S. rimosus R7 ST pa je dosegel najnižje vrednosti 
aktivnosti XylE in sicer 9,9  4,1 mU/mg celokupnih proteinov, prav tako s kloniranim 
tetR in dodanim acetatom. Povsod so bile najvišje vrednosti aktivnosti XylE dosežene pri 
24 urah. Rezultati so prikazani na Sliki 18. 
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Streptomicete so izjemno bogat vir sekundarnih metabolitov. Zaradi vse večje pojavnosti 
večkratno odpornih bakterij na znane antibiotike je potreba po razvoju novih zdravil 
postala nuja (Weber in sod., 2003). Ker streptomicete proizvajajo več kot 75 % naravno 
prisotnih antibiotikov (Bérdy, 2005), so idealen mikroorganizem za raziskave na področju 
odkrivanja novih sekundarnih metabolitov in povečevanja donosa medicinsko pomembnih 
naravnih produktov.  
 
Genetske manipulacije lahko vplivajo na sintezo prekurzorjev, ki se uporabijo za 
biosintezo sekundarnih metabolitov, kot tudi na njiihov končni donos. Vse celice imajo 
osnovne metabolne poti, pri katerih lahko utišanje ali povečano izražanje genov močno 
vpliva na druge metabolne poti, saj z vplivom na primarni metabolizem pogosto pride do 
sprememb tudi v sekundarnem metabolizmu. Za potrebe razvoja novih sekundarnih 
metabolitov je potrebno poglobiti znanja tako na področju primarnega kot tudi 
sekundarnega metabolizma.  
 
Ena izmed poti primarnega metabolizma je tudi pot etilmalonil-CoA (EMC), ki je med 
ostalim tudi odgovorna za asimilacijo acetata (Erb in sod., 2009a) in katere ključni 
intermediati predstavljajo prekurzorje za nekatere sekundarne metabolite. Glavna funkcija 
EMC poti je pretvorba acetil-CoA v ostale prekurzorske metabolite, ki se uporabljajo v 
biosintezi celičnega ogljika. V EMC poti sodeluje encim krotonil-CoA 
karboksilaza/reduktaza (Ccr), ki ga pogosto lahko v dodatnih kopijah najdemo tudi v 
številnih skupkih genov, ki kodirajo biosintezo sekundarnih metabolitov (Jung in sod., 
2014). Sekundarni metaboliti I skupine poliketidov ponavadi kot podaljševalne enote 
uporabljajo CoA-aktivirane malonate, kot npr. malonil-CoA in metilmalonil-CoA. 
Homologi gena ccr, ki ga najdemo v skupkih genov za sekundarne metabolite pa imajo pri 
nekaterih bakterijah ključno vlogo pri biosintezi nenavadnih podaljševalnih enot, kot je na 
primer etilmalonil-CoA. Ti homologi so vpleteni v reduktivno karboksilacijo različnih 2-
alkenoil-karboksilnih kislin, kar privede do nenavadnih gradnikov, ki se uporabljajo pri 
sintezi poliketidov, kar še dodatno poveča strukturno diverziteto teh biološko aktivnih 
metabolitov (Quade in sod., 2011). 
 
Biotehnološki potencial poti etilmalonil-CoA je zelo velik. Geni, ki so odgovorni za 
asimilacijo acetata po EMC poti, so strnjeni v operonu emc (Blažič in sod., 2015). Vendar 
pa je delovanje operona emc, ki je odgovoren za asimilacijo acetata, zaenkrat še relativno 
slabo raziskano. Poleg šestih genov za encime se v emc operonu nahaja tudi gen za 
transkripcijski regulator tetR. Hu in Lidstrom (2012) sta raziskovala transkripcijski 
regulator EMC poti, CcrR, ki spada v družino TetR regulatorjev. Pokazala sta, da se 
regulator veže na palindromska zaporedja navzgor od promotorja, ki kontrolira gen ccr, ki 
kodira najpomembnejši encim v emc operonu, krotonil-CoA reduktazo/karboksilazo. Pri 
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bakteriji Methylobacterium extorquens AM1 so demonstrirali tudi, da regulator TetR 
stimulira izražanje promotorske regije za 2x, ni pa nujno potreben za izražanje tega 
promotorja. Homologov palindromskih sekvenc, ki naj bi bili vezavna mesta za regulator, 
niso našli pri ostalih domnevnih promotorskih regijah v emc operonu, kar kaže na to, da je 
ta regulator specifičen za promotorsko regijo gena ccr. Ker pa se izražanje genov emc 
operona spreminja glede na pogoje gojenja, je zelo verjetno, da je v izražanju genov emc 
operona vpletenih še nekaj regulatorjev (Hu in Lidstrom, 2012). 
 
Da TetR lahko deluje kot aktivator, so potrdili Yuan in sod. (2016), ki so odkrili homolog 
TetR , DepR1 (86 % podobnost z TetR regulatorjem pri Streptomyces griseus), ki 
pozitivno vpliva na produkcijo daptomicina pri bakteriji Streptomyces roseosporus 
SW0702. Njihovi rezultati so pokazali, da DepR1 pozitivno regulira biosintezo 
daptomicina, pri prekomernem izražanju pa povzroči tudi morfološke spremembe (Yuan in 
sod., 2016).  
 
Pri tej nalogi smo v prvem sklopu vrednotili aktivnosti promotorjev PermE*, PoxyI, Ptg in 
Phs, saj smo želeli najmočnejši promotor uporabiti za prekomerno izražanje tetR gena.  
Aktivnosti promoterjev PermE*, PoxyI, Phs in Ptg v bakteriji S. rimosus M4018 smo 
vrednotili s pomočjo poročevalskega gena xylE, ki je zaradi enostavnosti in odsotnosti 
katehol 2,3-dioksigenaze v skoraj vseh streptomicetah zelo uporaben reporterski sistem. 
Aktivnosti promotorskih regij smo merili v dveh gojiščih in sicer GOTC in TSB. GOTC je 
kompleksno produkcijsko gojišče, ki je bilo razvito za laboratorijska testiranja za 
produkcijo oksitetraciklina. Glede na literaturo, predpostavljamo, da GOTC ne bo 
spodbujal izražanja genov za asimilacijo acetata v EMC poti, ker je gojišče zelo bogato z 
različnimi viri ogljika. 
 
Ni nenavadno, da smo v primeru gojišča GOTC najvišjo aktivnost XylE izmerili prav pri   
promotorju PermE*, ki je glede na prejšnje raziskave zelo močan konstitutiven promotor 
pri streptomicetah (Bibb in sod., 1985). V GOTC gojišču smo tako dobili najvišjo vrednost 
aktivnosti XylE pri promotorju PermE*2 in sicer 100,4  18 mUmg celokupnih proteinov. 
Pri GOTC gojišču, ki spodbuja izražanje genov za produkcijo OTC, smo pričakovali 
visoke vrednosti tudi pri promotorju PoxyI, kar pa se ni izkazalo za pravilno, če 
primerjamo aktivnost tega promotorja s promotorjem PermE*, saj so bile vrednosti 
aktivnosti XylE pri promotorju PoxyI približno 3 x nižje kot pri promotorju PermE* (Slika 
9). Najvišjo aktivnost promotorja PoxyI smo izmerili pri PoxyI-1, ki je dosegel XylE 
aktivnost 31  3 mUmg celokupnih proteinov. Glede na literaturo, na aktivnost promotorja 
PoxyI vpliva tudi protein OtrC, ki s svojo vezavo na 9 nukleotidov dolge ponovitve v 
promotorju PoxyI vpliva na biosintezo OTC. Pri prekomernem izražanju otrC je se 
biosinteza OTC poveča za 6 x (Shouliang in sod., 2015). Testirali smo tudi še dva 
promotorja in sicer promotor »heat shock« proteina Phs za katerega smo pričakovali, da se 
bo močneje izražal v TSB gojišču  in promotor homologa transglikozilaze Pgt, kar kažejo 
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transkriptomski podatki (podatki niso prikazani). Pri promotorju Phs smo najvišjo 
aktivnost XylE izmerili 35,8  7 mUmg celokupnih proteinov, presenetljivo več kot pa pri 
promotorju PoxyI, za katerega smo pričakovali, da bo v GOTC gojišču bolj aktiven, kar 
kaže na to, da so bili transkriptomski podatki zelo dobri. Promotor Ptg pa je dosegel zelo 
nizke vrednosti, in sicer le 10,2  1,6 mUmg celokupnih proteinov. GOTC je bogato 
produkcijsko gojišče, zato smo pričakovali najvišje vrednosti šele okrog dneva 6. Pri 
ostalih testiranih promotorjih, z izjemo promotorja Ptg, ki je dosegel najvišjo vrednost na 
dan 7, se je to tudi zgodilo (Slika 9).  
 
TSB je prav tako bogato gojišče. Vendar ne vsebuje visoke koncentracije vira ogljika kot 
je to primer pri GOTC. Na podlagi prejšnjih raziskav, ki so pokazale da encimska aktivnost 
XylE na TSB gojišči po 24 urah zelo hitro pade (Magdevska, 2010), smo se odločili, da 
bomo encimsko aktivnost merili po 12 h, 24 h in 36 h kultivacije Podobno kot pri PermE*, 
je promoter dosegel visoko aktivnost XylE po 24 urah kultivacije. Dosegel je 118  0,7 
mUmg celokupnih proteinov. Ker je PermE* močan konstitutiven promotor, velikih razlik 
med GOTC in TSB gojiščem nismo dobili, kar je zanimivo. Vsi ostali promotorji pa so 
pokazali nižje aktivnosti kot pri GOTC gojišču. PoxyI je najvišjo vrednost aktivnosti XylE 
dosegel prav tako po 24 urah in sicer 8,2  1,3 mUmg celokupnih proteinov, kar je le 
okoli 25% od aktivnosti XylE, ki jo je dosegel na GOTC gojišču. Promotor Phs je dosegel 
XylE aktivnost 21,6  1,8 mUmg celokupnih proteinov, kar je manj kot pri GOTC 
gojišču. Vendar še vedno vedno višjo kot promotor PoxyI ali pa promotor Ptg, ki je tako 
kot v GOTC gojišču dosegel najnižje vrednosti aktivnosti XylE izmed testiranih 
promotorjev, in sicer aktivnost XylE 10,2  2,6 mUmg celokupnih proteinov (Slika 10)  
 
Mislili smo, da je Ptg močan promotor, kar pa nam ni nam uspelo potrdili. Nasprotno, v 
primerjavi z PermE*, je Ptg promotor ki se slabo izraža tako v laboratorijskem gojišču 
TSB kot tudi v kompleksnem gojišču za biosintezo OTC. 
 
V naslednjem sklopu aktivnosti te magistrske naloge pa smo iz kromosomske DNA sevov 
S. rimosus M4018 in S. rimosus R7 s PCR reakcijami namnožili gene tetR (tetR-4018/1, 
tetR-4018/2, tetR-R7/1 ter tetR-R7/2) in jih sprva, vsakega posebej, vstavili v plazmid 
pAB04 + PermE* xylE, pri čemer smo iz plazmida izrezali gen xylE in namesto tega v 
plazmid vstavili gene tetR. Omenjeni plazmid smo izbrali zaradi tega, ker ima gen int za 
integrazo ΦC31attP, s katerim se plazid lahko integrira v kromosom. Tako smo pred 
močan konstitutiven promotor PermE* vstavili različne alele gena tetR. Uspelo nam je 
konstruirati samo plazmide pAB04 + PermE* tetR-R7/1 ter pAB04 + Perm* tetR-R7/2, ne 
pa tudi plazmide s tetR iz seva S. rimosus M4018. Ker kodira plazmid pAB04 rezistenci na 
apramicin in tiostrepton, in ker imajo sevi S. rimosus M4018 SR, S. rimosus M4018 ST in 
S. rimosus R7 ST (Preglednica 3) že vstavljen plazmid pXE01 v katerem so geni za 
rezistenco proti tiostreptonu in apramicinu smo morali iz plazmidov pAB04 PermE* tetR-
R7/1  in pAB04 PermE* tetR-R7/2 izrezati del promotorske regije z regulatorjem PermE* 
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tetR- R7/1 in PermE* tetR- R7/2, in ta fragmenta vstaviti v plazmid pAB15, ki nosi zapis 
za odpornost proti apramicinu in eritromicinu. Tu smo v kratkem časovnem obdobju, ki 
smo ga imeli na razpolago uspeli kontruirati le plazmid pAB15 PermE* tetR-R7/1. 
  
V nadaljevanju smo preverjali vpliv regulatornega proteina TetR na izražanje promotorja 
ccr iz emc operona (Pemc). Tu smo plazmid pAB15 + PermE* tetR- R7/1 namnožili v E. 
coli ET12567, ki ima dam in dcm metiltransferaze inaktivirane, zaradi česar smo lahko 
plazmid pAB15 + PermE* tetR- R7/1 transformirali v seve S. rimosus M4018 SR, S. 
rimosus M4018 ST in S. rimosus R7 ST (Preglednica 3).  
 
Dodatno pa smo preverili še vpliv dodanega acetata na izražanje Pemc promotorjev, saj 
smo domnevali, da bi lahko acetat vplival na izražanje TetR regulatorja, ta pa bi potem 
reguliral izražanje Pemc promotorja. S pomočjo poročevalskega gena xylE smo nato merili 
aktivnost promotorjev Pemc v sevih brez TetR regulatorja ter v transformantah s TetR 
regulatorjem, pri čemer smo naredili poskus še z dodanim acetatom v gojišču in v gojišču 
brez acetata.  
 
V gojišču TSB smo pri sevu S. rimosus M4018 s Pemc iz S. rimosus M4018 (S. rimosus 
M4018 SR) najvišjo vrednost aktivnosti XylE dobili v transformanti z regulatornim 
proteinom TetR in dodanim acetatom v gojišču. Razlike so bile premajhne, da bi ta 
eksperiment lahko nakazoval na možnost, da acetat vpliva na izražanje regulatornega 
proteina TetR, ta pa na izražanje Pemc promotorja. Vrednost aktivnosti XylE pri sevu S. 
rimosus M4018 SR z regulatornim proteinom TetR in v gojišče TSB dodanim acetatom je 
bila aktivnost XylE 22,2  9,8 mU/mg celokupnih proteinov. Pri istem sevu, vendar brez 
kloniranega TetR je bila aktivnost XylE 18,7  8,7 mU/mg celokupnih proteinov in pri 
istem sevu, ki je vseboval le regulatorni protein TetR, v gojišče pa nismo dodali acetata, pa 
smo dobili najnižjo vrednost aktivnosti XylE in sicer 14,7  5,1 mU/mg celokupnih 
proteinov. Tudi pri sevu S. rimosus M4018 ST in sevu S. rimosus R7 ST (Preglednica 3) 
smo ugotovili takšne rezultate kot pri S. rimosus M4018 SR, da je prišlo do majhnega 
povišanja aktivnosti XylE, ko smo dodali v gojišče acetat.  
 
Poskus smo ponovili tudi v GOTC gojišču, kjer smo pričakovano najvišje vrednosti 
izmerili šesti dan. Tu smo pri sevu S. rimosus M4018 SR opazili najvišjo aktivnost XylE 
pri transformanti S. rimosus M4018 SR, ki ni imela integriranega tetR integriran in brez 
dodatka acetata. Aktivnost XylE je pri teh sevih dosegala 32,3  4,5 mU/mg celokupnih 
proteinov. Vrednosti aktivnosti XylE v istem sevu samo brez integriranega TetR in v istem 
sevom, ki vsebuje tetR integriran v kromosom in kjer je v gojišče dodan acetat pa sta bili 
nižji.  Tako kot pri TSB gojišču, pri sevih S. rimosus M4018 ST, S. rimosus R7 ST nismo 
ugotovili signifikantne razlike glede aktivnosti XylE, ko smo primerjali aktivnost XylE 
med transformantami brez TetR, transformantami s TetR in transformantami s TetR in 
acetatom v gojišču.  
Buzar I. Vrednotenje izbranih promotorjev bakterije Streptomyces rimosus s pomočjo poročevalskega gena xylE.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
46 
 
Če bi pri transformantah S. rimosus M4018 SR, S. rimosus M4018 ST in S. rimosus R7 ST 
(Preglednica 3) s TetR regulatorjem dobili višjo aktivnost Pemc promotorjev, kot pri sevih 
brez TetR, bi to nakazovalo, da je TetR regulator pozitiven regulatorni protein. Ker pa med 
sevi S. rimosus M4018 SR, S. rimosus M4018 ST in S. rimosus R7 ST, ki nimajo TetR 
regulatorja in transformantami S. rimosus M4018 SR, S. rimosus M4018 ST in S. rimosus 
R7 ST s tetR regulatorjem integriranim v kromosomu nismo našli signifikantne razlike, 
smo poskus ponovili še v gojišču z dodanim acetatom. Namreč, domnevali smo, da lahko 
acetat vpliva na izražanje gena tetR, ta pa posledično na aktivnost Pemc promotorja in 
posledično aktivnost celotne emc poti.  
 
Če bi bila aktivnost Pemc promotorjev višja v gojišču z dodanim acetatom, kot brez 
dodanega acetata, bi to kazalo na možnost, da acetat vpliva na regulator TetR, ta pa 
posledično na Pemc promotor. V primeru nižje aktivnosti v transformantah s TetR pa bi to 
lahko pomenilo, da TetR deluje kot represor.  
 
Pri vseh sevih smo opazili majhen trend dviga aktivnosti, kjer smo imeli v transformantah 
kloniran gen tetR in kjer smo v gojišče dodali acetat. Vendar so razlike zaradi premajhnega 
števila neodvisnih transformant in ponovitev statistično nesignifikantne. Zato bo za v 
bodoče potrebno dobiti nove neodvisne transformante in izvesti večjo število ponovitev. 
Tak trend smo opazili samo pri TSB gojišču, ne pa tudi GOTC, zaradi česar bi lahko v 
prihodnje testirali še bolj minimalna gojišča, da bi videli, če bi bil ta trend naraščanja bolj 
očiten. 
 
Domnevali smo, da regulator TetR deluje tako, da se veže na palindromska zaporedja 
DNA v promotorskih regijah, v tem primeru na palindromska zaporedja promotorske regije 
Pemc. Delovanje TetR regulatorja bi lahko preverili, da bi v rekombinantnih sevih z 
regulatornim proteinom TetR pod regulacijo močnega, konstitutivnega promotorja naredili 
delecijo palindromskih zaporedij in s pomočjo poročevalskega gena opazovali spremembe 
v aktivnosti promotorjev Pemc. Če bi se aktivnost spremenila (zmanjšala ali povišala), bi 
lahko sklepali, da je način delovanja TetR regulatorja prav z vezavo na palindromska 
zaporedja DNA. Če pa se aktivnost promotorjev Pemc ne bi spremenila, pa bi to pomenilo, 
da ima regulator TetR drugačen način delovanja. Glede na to, da nam ni uspelo dokazati 
signifikantnih sprememb v aktivnosti XylE s kloniranim tetR in dodanim acetatom v 
gojišče, lahko predpostavljamo, da je pot EMC kompleksno uravnana ter da vseh 
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Glede na rezultate ne moremo potrditi, da povečano izražanje gena tetR ne pripelje do 
povečanega izražanja Pemc. Glede na postavljene hipoteze pa lahko ugotovimo, da nam je 
uspelo: 
 
 pripraviti izbrane poročevalske plazmidne konstrukte na osnovi katehol 2,3-
dioksigenaze XylE pod kontrolo izbranih promotorskih regij, 
 da se je poročevalski gen xylE izražal v S. rimosus pod izbranimi promotorji, 
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Številni metaboliti so, še preden vstopijo v centralni metabolizem, podvrženi transformaciji 
v acetil-CoA. Poleg acetata in maščobnih kislin, so tej pretvorbi podrvržene tudi nekatere 
ostale C1 spojine, kot so alkani, alkeni, alkoholi, voski in polihidroksialkanoati. 
Organizmi, ki rastejo na teh substratih, morajo sintetizirati celoten celični material prav iz 
acetil-CoA (Erb in sod., 2009b). Ena izmed poti asimilacije acetil-CoA je tudi pot 
etilmalonil-CoA. Pot etilmalonil-CoA so leta 2007 odkrili Erb in sod., ki so odkrili, da so 
nekatere bakterije sposobne rasti na acetatu kot izključnem viru ogljika, kljub odsotnosti 
ključnih genov glioksilatnega cikla. Geni, vključeni v pot etilmalonil-CoA (EMP), so 
združeni v emc operonu, v katerem se nahaja 6 genov, med katerimi je najpomembnejši 
gen z zapisom za encim krotonil-CoA karboksilaza/reduktaza (CcR), ki katalizira 
reduktivno karboksilacijo krotonil-CoA do etilmalonil-CoA (Erb in sod., 2007). 
 
Zaporedje emc operona je že znano, ni pa še povsem poznan celoten mehanizem 
uravnavanja genov v emc operonu, kar je zaradi velikega biotehnološkega potenciala zelo 
pomembno. Z dobrim poznavanjem mehanizma uravnavanja genov emc operona bi namreč 
lahko pripomogli k razvoju novih sekundarnih metabolitov. Namen magistrske naloge je 
bil ovrednotiti izbrane promotorje na delovanje (regulacijo) izbranih promotorskih regij pri 
bakteriji Streptomyces rimosus s pomočjo poročevalskega gena xylE ter preveriti vpliv 
regulatornega proteina TetR in dodanega acetata kot vira ogljika na izražanje promotorske 
regije emc operona.  
 
V ta namen smo na začetku pomočjo poročevalskega gena xylE ovrednotili aktivnost 
promotorjev PermE* in PoxyI, Phs in Ptg promotorjev iz S. rimosus v gojiščih TSB in 
GOTC, kjer smo potrdili teorijo, da je PermE* močan konstitutiven promotor, ki se izraža 
tako v TSB in GOTC gojiščih ter da je promotor PoxyI močan promotor, ki se izraža v 
GOTC gojišču. Nato smo z bioinformacijskimi metodami v emc operonu našli zaporedje 
gena tetR, ki smo ga sprva klonirali v plazmid pAB04 za močan konstitutiven promotor 
PermE*. Nato pa gen tetR skupaj s promotorjem PermE* klonirali v plazmidni vektor 
pAB15. Tega smo nato transformirali v seve S. rimosus, ki so že vsebovali plazmidne 
vektorje z pomnoženimi promotorskimi regijami emc operona. S pomočjo encima katehol 
2,3-dioksigenaze smo nato v gojiščih TSB in GOTC merili aktivnosti promotorjev Pemc 
ter preverili vpliv regulatornega proteina in dodanega acetata na izražanje promotorske 
regije Pemc. Izmerili smo aktivnosti promotorskih regij Pemc, vendar signifikantnih razlik 
med transformantami brez TetR, transformantami s TetR in transformantami s tetR ter v 
gojišče dodanim acetatom nismo zaznali. 
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Priloga C: Zaporedja pomnoženih genov tetR-4018/2 tetR-R7/1, tetR-R7/2  
 
>tetr-4018/2 
tccattcgccattcaggctgcgcaactgtgggaagggcgatcggtgcgggcctcttcgctattacgccagctggcgaaaggggga
tgtgctgcaaggcgattaagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaattgtaatacgac
tcactatagggcgaattgggcccgacgtcgcatgctcccggccgccatggcggccgcgggaattcgattaaaacatatgatgcgc
cgcgaactggccccgaccacgacggaggcggcgagcagcgaaccgtagacgccaccggtgtagtcggcgtgcgttcgacgt
gctgcccttcgcccccgagcctgcgccctgaacttctccagcatccttcgcccccgaggtcagcgaaccggacacgcggcgccc
accatcgtgccgctctgtgcacggccaggacagcctcagctcggaaagccggcggctacggctccacggcggtcggcttctcg
gcccggaggtcgctgacgaagccgcccttgatcacgcgcatccagtaggcgtgcgaccggctcgccgggggaacgccggggt
tgcgctccagcttgcggtccatcgaggtggctccggccggggcgtcccgctggaacgtgtaggggtgccacaggtcgatctcgc
tgctgtagaagggcttgcgctccatcaggagaacccggtccgggttgccctgcgcgggttcccaggtgacgcggacggtggcc
gcgtcgagccgggtgacggacgtaagcgccggcgccttcgggatcaacgaggaggcgccgggcttgacggcgtcgctgcgg
atcgtgcgtggcacggacggctcgtagtattccgggttctccagcttgccgaccacgctgagcgtttcgggagccggtccctgccc
gcctgaacacgcgtcgacctgggcgaccttcagccagccgc 
> tetr-R7/1 
gggcgaattgggcccgacgtcgcatgctcccggccgccatggcggccgcgggaattcgattaaaatctagacgttgcgtagctc
aggagcgctgcttcagcgccttctcgatcgtgcgcatgacctcgtccagcggggcgtccgtacgggccacggtcac 
caggacctcgccctgccgcgccgcccgcgccgggggctcctggcgcgcctcgcgccccggccgcggcccgcgccgatgccc
gtgccgaaggtcgcgcggacgatcgcgaaggcgtggtcgagctgcgcctccacgtccccctccgcgcccgcccgcagc 
cagcgccgcagcacgtggttgtgcgcggtgacgacggcggacgcggcgacctccgcgagcagcgggtcgtcgtcgccctcgt
ggtgggcgccctcgtcgaagtggccgaggaggtagcgggtgaagagccgctcgtagcgggccaccgaggcgatctcggcctc
gcggagggtgggcacctcgcgggtcagccggtagcgggccacggagacggcgggggaggccgcgtacatccgcatgacct
ccttgatgccgcggcagaccgtgtcgagcgggtgctcgtgcggcggcgccgcgtccaggacggcctcggcccgtacgagggt
gtcgtcgtggtcgggaaagatcgcctcttccttggagcggaagtggcggaagaacgtgcggcgggcgacaccggccgcggca
gcgatct 
> tetr-R7/2 
gggcgaattgggcccgacgtcgcatgctcccggccgccatggcggccgcgggaattcgattaaaacatatgatgcgccgcgaa
ctggcggccgccgcgatggaactgttcgctgccaagggctacgaggcgacgacggtcgacgagatcgctgccgcggccggtg
tcgcccgccgcacgttcttccgccacttccgctccaaggaagaggcgatctttcccgaccacgacgacaccctcgtacgggccga
ggccgtcctggacgcggcgccgccgcacgagcacccgctcgacacggtctgccgcggcatcaaggaggtcatgcggatgtac
gcggcctcccccgccgtctccgtggcccgctaccggctgacccgcgaggtgcccaccctccgcgaggccgagatcgcctcggt
ggcccgctacgagcggctcttcacccgctacctcctcggccacttcgacgagggcgcccaccacgagggcgacgacgacccg
ctgctcgcggaggtcgccgcgtccgccgtcgtcaccgcgcacaaccacgtgctgcggcgctggctgcgggcgggcgcggag
ggggacgtggaggcgcagctcgaccacgccttcgcgatcgtccgcgcgaccttcggcacgggcatcggcgcgggccgcggc
cggggcggcgaggcgcgccaggagcccccggcgcgggcggcgcggcagggcgaggtcctggtgaccgtggcccgtacgg
acgccccgctggacgaggtcatgcgcacgatcgagaaggcgctgaagcagcgctcctgagctacgcaacgtcaatcactagtg
aattcgcggccgcctgcaggtcgaccatatgggagagctc 
 
